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Einleitung 5

1 Einleitung

1.1 Retroelemente
Das Genom aller Eukaryoten sowie einiger Prokaryoten beinhaltet eine Vielzahl von Se-

quenzen, die transponierbare mobile Elemente darstellen, welche RNA-Intermediate zur Re-

plikation nutzen (Wilkinson et al. 1994). Diese Retroelemente zeigen entweder strukturelle

Ähnlichkeiten und Sequenzhomologien zu infektiösen, exogenen Retroviren, oder stellen

aufgrund ihrer Sequenz Integrationsprodukte von revers transkribierter zellulärer mRNA dar

(Boeke & Stoye 1997). Grundsätzlich nutzen alle Retroelemente die RT um ausgehend von

RNA DNA-Kopien herzustellen, wobei die RT ausgehend von Sequenzen der Retroelemente

synthetisiert wird. Bislang konnten keine zellulären RT-Gene identifiziert werden (Wilkinson

et al. 1994). Da die RT während der Transposition neue Kopien erzeugt, sind Retroelemente

in vielfachen Kopien über das gesamte Genom verteilt (Wilkinson et al. 1994). Neueste Un-

tersuchungen zeigen, daß 45% des humanen Genoms aus transponierbaren Sequenzen

bestehen, also revers transkribierten, in das Genom reintegrierten Retroelementen (Interna-

tional Human Genome Sequencing Consortium 2001).

Die verschiedenen Gruppen der Retroelemente können aufgrund struktureller Merkmale

klassifiziert werden (Wilkinson et al. 1994, Löwer et al. 1996, Andersson et al. 1998). In Ab-

bildung 1-1 sind diese Merkmale sowie die putative Evolution der Retroelemente dargestellt.

Die Prozentangaben beziehen sich auf den prozentualen Anteil am humanen Genom (Inter-

national Human Genome Sequencing Consortium 2001):

� Pseudogene: Reintegrierte zelluläre mRNA

� Retrogene: Pseudogene, die zusätzlichen einen Promotor tragen und daher aktiv trans-

kribieren

� SINE: Entsprechen Pseudogenen, haben jedoch keine kodierenden Eigenschaften (13%)

� LINE (Retroposons): Tragen einen Promotor und kodieren für ein wenig charakterisier-

tes Gen (ORF-1) sowie ein pol-Gen (ORF-2) mit RT-Homologie (21%)

� Retrotransposons: Tragen eine LTR mit Promotoreigenschaften, kodieren neben dem

pol-Gen für gag, welches die Partikelbildung erlaubt; RNA kann durch das Verpackungs-

signal ψ in diese inkorporiert werden

� Retroviren: Zeigen identischen Aufbau zu Retrotransposons und kodieren zusätzlich für

ein env-Gen, das die Bildung eines Hüllproteins reguliert, welches für den rezeptorver-

mittelten Eintritt in die Wirtszelle verantwortlich ist.
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Abbildung 1-1: Strukturelle Eigenschaften und putative Evolution der Retroelemente.
(Abgeändert nach Löwer et al. 1996, Andersson et al. 1998). Gepunktete Pfeile, Entwicklung
von genetischen Elementen durch reverse Transkription; durchgezogene Pfeile, Erwerb
neuer Elemente durch Rekombination. RT, Reverse Transkriptase; P, Promotor; LTR, Long
Terminal Repeat; ORF, offener Leserahmen; pro/pol, Polymerase-Gen (codiert neben ande-
ren Enzymen für RT); gag, Kapsidprotein-Gen; env, Hüllprotein-Gen; ψ, Verpackungssignal;
� Polypurintrakt.

1.2 Retroviren
Retroviren stellen die komplexesten Vertreter der Retroelemente dar, sie können infektiöse

Partikel bilden, deren rezeptorvermittelter Eintritt in die Wirtszelle durch das vom env-Gen

kodierte Hüllprotein ermöglicht wird (Löwer et al. 1996). Wie in Abbildung 1-1 dargestellt,

leiten sich Retroviren evolutionär wahrscheinlich von Retrotransposons ab (Temin 1980).

Retroviren können anhand ihrer Genomstruktur in zwei große Gruppen – einfach und kom-

plex – unterteilt werden (Vogt 1997). Das Genom aller Retroviren beinhaltet drei große ko-

dierende Regionen mit Informationen für die viralen Proteine (Vogt 1997), so daß die Ge-

nomorganisation 5'-LTR-gag-pro/pol-env-3'-LTR der einfachen Retroviren (z.B. C-Typ Retro-

viren der Säuger und Vögel; Abbildung 1-2) prinzipiell für alle Retroviren gilt (Coffin 1996).

Komplex aufgebaute Retroviren wie HIV, HTLV oder HSRV besitzen zusätzliche Gene, die

für Proteine kodieren, welche in der Funktion von Transaktivatoren die Transkription des

Provirus verstärken (Coffin 1996). Im proviralen Zustand werden die Gene beiderseits durch

identische LTRs flankiert, die 5'-LTR stellt den Retroviralen Promotor dar. Die LTR setzt sich

aus den Regionen U3, R und U5 zusammen, wobei insbesondere innerhalb der U3 Region

die cis-aktiven Kontrollelemente lokalisiert sind (Rabson & Graves 1997). Die transkriptio-

Retroelemente

(-) LTR (+) LTR

(+) env(-) env(-) Promotor (+) Promotor

Pseudogen

Retrogen

SINE

Retroposon

(LINE)

Retrotransposon

Retrovirus

P Poly(A)

P Poly(A)cDNA

Poly(A)cDNA

P Poly(A)ORF1 pol

LTR gag polΨ �
LTR

LTR gag pro/polΨ �
LTRenv

RTRT
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nelle Regulation erfolgt auch durch die Bindung einer Vielzahl zellulärer Transkriptionsfakto-

ren an U3 und beginnt am 5'-Ende der R-Region (Cap Site; Coffin 1996, Rabson & Graves

1997). Die Polyadenylierung des Transkripts erfolgt am 3'-Ende der stromabwärts lokalisier-

ten R-Region (Coffin 1996). Die U5-Region dagegen ist weniger für die transkriptionelle Re-

gulation von Bedeutung sondern vielmehr essentiell für die reverse Transkription (Coffin

1996).

Das Genom der Retroviren zeichnet sich gegenüber dem anderer Viren durch einzigartige

Eigenschaften aus (Coffin 1996):

� Diploides Genom

� Synthese und Prozessierung durch zelleigene Transkriptionsmaschinerie

� Assoziation des Genoms mit zelleigener tRNA an die PB, welche der Replikation dient

� (+)-Strang RNA-Genom, das nach Infektion nicht direkt zur Proteinsynthese dient.

Abbildung 1-2: Genomische Organisation eines Provirus sowie struktureller Aufbau
eines Virions. Die Genprodukte der viralen Leserahmen sind aufgeführt und im Virion in der
entsprechenden Farbe dargestellt. Das RNA-Genom liegt im Virion mit dem Nukleokapsid-
protein assoziiert vor. Die Hüllmembran entstammt der Zytoplasmamembran der Wirtszelle.
Abgeändert nach Vogt 1997.

PB gag pro/pol
env

U3 U5R
LTR

U3 U5R
LTR
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KA
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RT

RNA
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Die Virionstruktur der Retroviren ist einheitlich (Abbildung 1-2). Retroviren sind umhüllte Vi-

ren, die typischerweise einen Durchmesser von 90-140 nm aufweisen (Nermut & Hockley

1996). Die Hülle entstammt der Zytoplasmamembran der Wirtszelle und ist mit viruseigenen

Glykoproteinen besetzt (den sog. Envelope-Proteinen, Env; Vogt 1997). Unterhalb der Mem-

bran liegt eine mit diesen assoziierte Schale, die Matrix. Das Kapsid, welches den Kern des

Virions darstellt, kann entweder zylindrisch, konisch oder ikosaedrisch geformt sein (Nermut

& Hockley 1996) und enthält neben den retroviralen Enzymen RT, IN und PRO den sich aus

dem viralem Genom und dem Nukleokapsid zusammensetzenden Ribonukleoproteinkom-

plex.

Der allgemeine retrovirale Replikationszyklus ist in Abbildung 1-3 schematisch zusammen-

gefaßt.

Abbildung 1-3: Schematische Darstellung des retroviralen Replikationszyklus. Abge-
ändert nach Modrow & Falke 1997.

Der Replikationszyklus stellt ein Zusammenspiel viraler Mechanismen (reverse Transkription,

Integration) und zellulärer Systeme (Transkription, Translation) dar (Coffin 1996). Die Inter-
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aktion mit den Oberflächenrezeptoren der Zelle ist hochspezifisch und damit eine wichtige

Determinante der Wirtsspezifität (Vogt 1997). Während der DNA-Synthese innerhalb des

Kapsids erfolgt ein Sprung der reversen Transkriptase vom 5'-Ende zum 3'-Ende des RNA-

Templates, was zu einer Duplikation der Sequenzelemente am jeweiligen Ende führt, welche

dann als LTRs das Provirus beiderseits flankieren (Vogt 1997). Nach Integration an zufälliger

Stelle liegt das Virus im Status eines zellulären Gens als sog. Provirus vor (Vogt 1997) und

wird als Teil der chromosomalen DNA repliziert (Coffin 1996). Da ein Mechanismus zur Ent-

fernung des integrierten Provirus nicht existiert, ist eine Infektion permanent (Coffin 1996).

Die Kontrolle der Transkription wird durch die LTR gesteuert, deren Aktivität zellspezifisch

reguliert wird und die damit ebenfalls den Wirtstropismus bestimmt (Ruddell 1995, Palmarini

et al. 2000). Bemerkenswerterweise ist eine produktive retrovirale Infektion nicht zwangsläu-

fig zytopathogen, infizierte Zellen zeigen oftmals keine sichtbaren Veränderungen mit Aus-

nahme der Virusproduktion (Coffin 1996). Dennoch stellt die Integration per se einen muta-

genen Vorgang dar (Vogt 1997).

1.2.1 Klassifikation

Eine grobe Einteilung der Retroviren erfolgt hinsichtlich des Aufbaus ihres Genoms. Hierbei

werden einfache Retroviren, die lediglich die Gene gag, pro/pol und env tragen (z.B. MLV,

PERV) von komplexen Retroviren unterschieden, deren Genom neben diesen Genen noch

weitere beinhaltet (z.B. HIV, HTLV; Vogt 1997).

Durch den Abgleich retroviraler Sequenzen und den Vergleich des Genoms ergibt sich eine

Klassifikation basierend auf evolutionären Beziehungen (Coffin 1996). Dabei werden sieben

Gruppen definiert, die vom International Commitee on the Taxonomy of Viruses (ICTV) als

definierte Gattungen anerkannt werden (Tabelle 1-1). Fünf dieser Gattungen zeichnen sich

durch ein onkogenes Potential aus (Vogt 1997). Kürzlich wurde von der ICTV

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ICTV) eine neue Nomenklatur basierend auf dieser Einteilung

vorgeschlagen. In dieser Taxonomie sind die aus mehreren Fischarten isolierten komplexen

Retroviren wie das Walleye Dermal Sarcoma Virus (Holzschu et al. 1997) noch nicht berück-

sichtigt (Petropoulos 1997), ebensowenig die in Drosophila melanogaster identifizierten

Gypsy Retroviren (Kim et al. 1994, Petropoulos 1997).

Eine konventionellere Klassifikation beruht auf elektronenmikroskopisch zu unterscheiden-

den morphologischen Eigenheiten der viralen Partikel aufgrund derer vier Typen benannt

werden (Teich 1984). A-Typ Partikel können ausschließlich intrazellulär nachgewiesen wer-

den und besitzen keine Infekiösität (Teich 1984). Als typischer Vertreter der B-Typ Partikel

gilt MMTV, das sowohl als exogenes als auch endogenes Virus isoliert wurde und der einzi-

ge infektiöse Vertreter dieser Gruppe ist (Coffin 1996). Gekennzeichnet sind B-Typ Partikel
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durch eine toroidale Kernstruktur während der Knospung, im reifen Partikel liegt dieser elek-

tronendicht vor (Teich 1984). C-Typ Partikel machen den Großteil aller bislang isolierten Re-

troviren aus. Eine intrazytoplasmatische Virusstruktur ist bei diesen bis zum Zeitpunkt der

Knospung nicht zu erkennen. Reife Partikel haben im Gegensatz zu unreifen Partikeln einen

zentral gelegenen elektronendichten Kern (Teich 1984). D-Typ Retroviren werden durch das

MPMV repräsentiert, reife Partikel gleichen weitgehend denen der B-Typ Retroviren (Teich

1984).

Tabelle 1-1: Klassifikation der Retroviridae. Abgeändert nach Vogt 1997.

Gattung Typspezies ICTVa Nomenklatur Partikel Genom Onkogen

Aviane Leukosis-Sarcoma
Viren

Rous Sarcoma Virus
(RSV)

Alpharetrovirenb C-Typ einfach +
Säuger B-Typ Retroviren Mouse mammary tumor

virus (MMTV)
Betaretroviren B-Typ einfach +

MLV-verwandte Retrovi-
renc

Murine leukemia virus
(MLV)

Gammaretroviren C-Typ einfach +
D-Typ Retroviren Mason-Pfizer monkey

virus (MPMV)
Betaretroviren D-Typ einfach +

HTLV/BLV-Gruppe Humanes T-Zell Leukä-
mievirus (HTLV), Bovines
Leukämievirus (BLV)

Deltaretroviren komplex +

Lentiviren Humanes Immundefizienz
Virus-1 (HIV-1)

Lentiviren komplex -
Spumaviren Humanes Foamy Virus

(HFV)
Spumaviren komplex -

Walleye dermal sarcoma
virus (WDSV)

Epsilonretroviren

a International Commitee on the Taxonomy of Viruses
b Typspezies ICTV: Avianes Leukosisvirus
c Subgattung C-Typ Retroviren (Petropoulos 1997)

1.2.2 Endogene Retroviren (ERV)

Das Genom nahezu aller Vertebraten, vom Knochenfisch zum Säuger, enthält stabil veran-

kerte retrovirale Sequenzen, die denen exogener Retroviren im proviralen Zustand entspre-

chen und welche wie Gene nach den Mendelschen Regeln vererbt werden (Coffin 1996,

Herniou et al. 1998). Ursache hierfür ist die stabile Integration eines exogenen Retrovirus in

die Keimbahn des Wirtes während der gemeinsamen Koevolution (Boeke & Stoye 1997).

Abgesehen von wenigen Ausnahmen (MMTV und JSRV) fehlt diesen endogenen Retroviren

ein exogener Lebenszyklus (Wilkinson et al. 1994), so daß eine horizontale Verbreitung

durch Infektion nicht erfolgen kann, die Transmission erfolgt daher vertikal durch Vererbung

von einer Generation auf die nächste. Neben altertümlichen ERVs, die in großer Zahl im Ge-

nom vorliegen und in die Vorfahren heutiger Arten integrierten, sind auch solche bekannt, bei
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denen dies erst in evolutionär gesehen junger Vergangenheit der Fall war (Coffin 1996).

ERVs stellen nicht einfach Keimbahnkopien infektiöser exogener Retroviren dar, sondern

weisen charakteristische Eigenschaften auf (Coffin 1996):

� meist transkriptionell inaktiv

� häufig defekte Genome mit ausgedehnten Deletionen und Trunkationen

� eine mögliche Replikation erfolgt selten im Wirtsorganismus

� meist apathogen für den Wirtsorganismus.

Die Existenz von ERVs kann für den Wirt unterschiedliche Konsequenzen haben. Deren

Env-Expression bietet offensichtlich einen Schutz gegen die Infektion exogener Viren, die

denselben Rezeptor nutzen (Boeke & Stoye 1997). Obwohl meist apathogen, können einige

ERVs wie MMTV bei Mäusen Brustkrebs hervorrufen (Coffin 1996), ebenfalls bei Mäusen

führten Rekombinationsereignisse zwischen einer ekotropen und xenotropen Form zur Aus-

bildung einer Leukämie (Boeke & Stoye 1997). Grundsätzlich ist eine Rekombination mit

anderen endogenen Elementen vorstellbar, die zur Ausbildung neuer pathogener Varianten

führen kann (Yoder et al. 1997). Die Insertion eines ERV in einen neuen Genort stellt gene-

rell ein potentiell mutagenes Ereignis dar (Coffin 1996). Vorstellbar ist in diesem Zusammen-

hang die Aktivierung zellulärer Protoonkogene durch die retrovirale LTR (Fan 1990).

1.2.2.1 Humane endogene Retroviren (HERV)

Das menschliche Genom besteht zu 8% aus Sequenzen humaner endogener Retroviren

(International Human Genome Sequencing Consortium 2001) die vertikal übertragen und als

genetische Elemente von einer Generation auf die nächste vererbt werden (Löwer et al.

1996). HERVs wurden hinsichtlich ihrer Homologien zu tierischen Retroviren klassifiziert und

dementsprechend in zwei Klassen unterteilt (Wilkinson et al. 1994). Die Vertreter der Klasse

1 (z.B. HERV-C) ähneln den C-Typ Retroviren der Säuger, als nächste infektiöse Verwandte

gelten MLV und BaEV. Im Gegensatz dazu zeichnen sich HERV der Klasse 2 (z.B. HERV-K)

durch nahe phylogenetische Beziehungen zu B- und D-Typ Retroviren der Säuger aus.

Die gelegentliche Transkription von HERV-Elementen ist für zahlreiche Zellinien und humane

Gewebe beschrieben, dennoch scheint die Translation der mRNA nur in seltenen Fällen zu

erfolgen, die Expression der retroviralen Proteine ist streng kontrolliert (Wilkinson et al. 1994,

Löwer et al. 1996). Das env-Produkt von HERV-W, Fusogen, wird ausschließlich in Plazen-

tazellen expremiert und mit der Ausbildung der Plazenta assoziiert (Blond et al. 2000). Bis-

lang ist nicht bekannt, daß HERV-Sequenzen zur Kodierung von Retroviren mit einem kom-

pletten exogenen Replikationszyklus dienen, ebensowenig können pathophysiologische Ef-

fekte mit solchen Retroviren in Zusammenhang gebracht werden (Wilkinson et al. 1994, Lö-
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wer et al. 1996). Dennoch konnten HTDV-Partikel, die in der teratokarzinomen Zellinie GH

nachgewiesen wurden, mit der mRNA-Expression von HERV-K-Sequenzen in diesen Zellen

in Verbindung gebracht werden (Löwer et al. 1984, Löwer et al. 1993). Antikörper die gegen

rekombinantes HERV-K Gag gerichtet waren, zeigten eine spezifische Reaktion gegen

Kernproteine des HTDV (Boller et al. 1993, Löwer et al. 1993).

HERV-K-Sequenzen können nur in der Linie der Altweltaffen nachgewiesen werden (Ono et

al. 1986, Steinhuber et al. 1995) wobei weitgehende Übereinstimmungen zwischen Affen,

Menschenaffen und Menschen für die Gene pol und env bestehen (Tönjes & Kurth 1994).

Das haploide humane Genom weist zwischen 30 und 50 HERV-K Kopien auf (Ono et al.

1986), von denen einige lange offene Leserahmen (ORF) aufweisen (Ono et al. 1986, Löwer

et al. 1996, Tönjes et al. 1996). Darüber hinaus existieren ungefähr 25.000 solitäre LTRs

(Leib-Mösch et al. 1993). Provirale HERV-K Sequenzen können anhand der Existenz eines

292 nt langen Segmentes, das den aminoterminalen Teil des env Gens beinhaltet, unter-

schieden werden (Löwer et al. 1995). Dem Genom von HERV-K des Typs 1 fehlt dieses

Segment, die pol- und env-Gene liegen fusioniert vor und mRNA wird ungespleißt exprimiert

(Löwer et al. 1995). Im Gegensatz dazu wird das Vollängen-Transkript von HERV-K des

Typs 2 zu subgenomischem env und zwei kurzen mRNAs gespleißt (Löwer et al. 1995). Eine

dieser doppelt gespleißten mRNA umfaßt einen Großteil des 292 nt Segmentes und kodiert

für das 14 kDa große Protein Rec-Corf, das im Nukleolus vorliegt (Löwer et al. 1995) und

ähnlich zu Rev und Rex den nukleo-zytoplasmatischen Transport gespleißter oder unvoll-

ständig gespleißter viraler Transkripte vermittelt (Magin et al. 2000, Magin-Lachmann et al.

2001).

1.2.2.2 Porzine endogene Retroviren (PERV)

Nachdem C-Typ Viruspartikel in Kulturen stabiler Nierenzellinien des Schweines entdeckt

wurden (Breese 1970, Armstrong et al. 1971) konnte kurz danach gezeigt werden, daß es

sich dabei um endogene Retroviren handelt (Todaro et al. 1973). Kürzlich erfolgte die mole-

kulare Charakterisierung sowie der Nachweis, daß PERV humane Zellen infizieren kann

(Patience et al. 1997, Czauderna et al. 2000).

Anhand ihrer env-Gene werden derzeit vier Klassen von PERV unterschieden, die unter-

schiedliche Wirtszellspezifität aufweisen (Le Tissier et al. 1997, Akiyoshi et al. 1998, Takeu-

chi et al. 1998, Patience et al. 2001). Während PERV-A, PERV-B und PERV-C (Synonym

PERV-MSL) bereits ausführlich beschrieben sind, kennt man von der PERV-D env-Sequenz

bislang lediglich 275 nt (Patience et al. 2001). Basierend auf der Entdeckung weiterer Retro-

viren im Genom des Schweines und verwandter Arten wurde in jüngster Zeit eine neue No-

menklatur vorgeschlagen (Patience et al. 2001). Die infektiösen Gammaretroviren PERV-A,
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PERV-B und PERV-C werden in der Gruppe γ1 zusammengefaßt, daneben erfolgte die Be-

nennung von vier weiteren Gruppen porziner Gammaretroviren (γ2- γ5) sowie von vier Grup-

pen porziner Betaretroviren (β1- β4).

Das porzine Genom verschiedener Schweinerassen trägt zwischen 30 und 50 Integrations-

orte für PERV (γ1) (Le Tissier et al. 1997, Akiyoshi et al.1998). Im Genom der Weißen Land-

rasse konnten dabei sechs intakte Proviren nachgewiesen werden, die für alle Gene codier-

ten, während eine Vielzahl der isolierten Proviren Defekte in einem oder mehreren Genen

aufwiesen (Herring et al. 2001, Niebert et al. 2002). Die mRNA-Bildung konnte für einige die-

ser Proviren im Gewebe verschiedener Organe (Herz, Leber, Niere, Milz, Lunge, Haut) sowie

in peripheren Blutlymphozyten und Aortaendothelzellen gezeigt werden (Patience et al.1997,

Akiyoshi et al. 1998, Martin et al. 1998, Wilson et al. 1998). Viruspartikel konnten in vivo im

Schwein bislang noch nicht nachgewiesen werden, ebenso ist keine Erkrankung des

Schweines bekannt, die mit PERV assoziiert ist (Tönjes 2000).

1.3 Xenotransplantation
Unter der Xenotransplantation versteht man die Verwendung speziesfremder Spendermate-

rialien zur Linderung oder Behebung menschlicher Erkrankungen entweder durch Trans-

plantation, Implantation oder Infusion lebender Zellen, Gewebe oder solider Organe oder die

ex-vivo Behandlung durch Kontakt mit tierischen Geweben (Tönjes 2000). Die Geschichte

der modernen Xenotransplantation begann 1963 mit der Transplantation von Schimpansen-

nieren in Patienten mit Nierenversagen (Reemtsma 1966). Große öffentliche Anteilnahme

wurde 1985 Baby Fae zuteil, dem aufgrund eines Herzleidens ein Pavianherz transplantiert

wurde (Bailey et al. 1985). Eine Lebertransplantation wurde erstmals 1993 mit den Organen

von Pavianen durchgeführt (Starzl et al. 1993). All diesen Versuchen war bis auf einen Aus-

nahme gemein, daß die Empfänger innerhalb kürzester Zeit nach der Transplantation ver-

starben.

Die Verwendung von nichthumanen Primaten als Spendertiere erschien hinsichtlich der

phylogenetischen Verwandtschaft und der damit einher gehenden Ähnlichkeit der Physiolo-

gie und Immunologie als sinnvoll (Boneva et al. 2001). Aufgrund der nahen Verwandtschaft

besteht allerdings auch ein hohes Risiko der Infektion des Empfängers durch Krankheitser-

reger des Affen und der Ausbildung von Zoonosen, wie sie z.B. für HIV-1 gezeigt werden

konnte (Gao et al. 1999). Daneben sprechen auch ökonomische und ethische Gründe gegen

die Verwendung von Affen als Organspender, so daß mittlerweile das Schwein als idealer

Spenderorganismus betrachtet wird (Sachs 1994, Dorling et al. 1997, Greenstein & Sachs

1997, Boneva et al. 2001).
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Bereits 1990 wurde in Osteuropa das Herz eines Schweines transplantiert, der Empfänger

überlebte den Eingriff jedoch nur für 24 h (Boneva et al. 1997). Daneben wurden Experi-

mente zur Behandlung von Diabetes mellitus durch die Infusion oder Implantation von (ein-

gekapselten) Inselzellen durchgeführt (Groth et al. 1994), ebenso eine extrakorporale Leber-

perfusion (Bengtsson et al. 1998) sowie die Perfusion bzw. Implantation ganzer Leberpräpa-

rationen (Chari et al. 1994, Cramer 1995). Fötales neuronales Gewebe wurde zur Behand-

lung von Parkinson und Huntington Disease verwendet (Deacon et al. 1997, Fink et al.

2000), ebenso zur Regeneration zerstörter Nerven (Imaizumi et al. 2000).

Wie bei allen Transplantationen ist insbesondere auch bei der Xenotransplantation mit einer

Abstoßungsreaktion zu rechnen, die in drei Stufen verläuft. Die bereits nach Minuten bis

Stunden einsetzende hyperakute Abstoßung (HAR, hyperacute rejection) vaskularisierter

Organe (Bach et al. 1995) ist auf das Vorhandensein präformierter Antikörper (XNA, xeno-

reactive natural antibodies) zurückzuführen, die gegen spezifische Zuckerreste (Galactose-α-

1,3-galactose, α1,3Gal), die auf Endothelzellen fast aller Säuger mit Ausnahme der Linie der

Altweltaffen und Menschen präsentiert werden (Galili et al . 1998), gerichtet sind. Die Bin-

dung der Antikörper, die 1% der zirkulierenden IgGs ausmachen (Galili et al. 1985), zieht

eine Aktivierung der Komplementkaskade nach sich, die zu einer Zerstörung des Endothels

und damit zu einem Absterben des porzinen Organs führt (Dorling et al. 1997). Der HAR folgt

die verzögerte Xenotransplantat-Abstoßung (DXR, delayed xenograft rejection), die erst

nach Tagen einsetzt und durch die Einbeziehung von Makrophagen und natürlichen Killer-

zellen sowie Entzündungsmediatoren charakterisiert ist. Die darauffolgende chronische Ab-

stoßung wird durch T-Zellen vermittelt (Bach et al. 1995).

Zahlreiche Versuche wurden bislang unternommen, die HAR zu umgehen oder abzuschwä-

chen. So gelang es den XNA-Titer im Transplantatempfänger durch Affinitätsadsorbtion an

α1,3Gal-haltiges Säulenmaterial zu verringern (Good et al. 1992), der Effekt war jedoch nur

temporär (Dorling et al. 1997). Ein anderer Ansatz zielt auf eine Inhibierung der Komple-

mentkaskade durch die Verwendung transgener Schweine ab, die humane Komplement-

regulatorische Proteine auf der Zelloberfläche präsentieren (Ryan 1995). Zu diesen Regula-

toren der Komplementaktivität (RCA, regulator of complement activity) gehören CD55 (DAF,

decay-accelerating factor), CD46 (MCP, membrane cofactor protein) sowie CD59 (MAC-

inhibitor, inhibitor of membrane attacking complex). Im Tiermodell konnte der Erfolg der Me-

thode bereits demonstriert werden (Cozzi & White 1995, McCurry et al. 1995, Cowan et al.

2000). Die mögliche Maskierung freigesetzter Viren für das humane Komplementsystem

durch die Expression humaner Komplementfaktoren auf der porzinen Zelloberfläche stellt

jedoch ein starkes Argument gegen die Verwendung dieser transgenen Schweine dar (Weiss

1998). RCAs dienen darüber hinaus Viren als Rezeptoren (Naniche et al. 1993, Dorig et al.
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1993, Bergelson et al. 1994, Santoro et al. 1999), wodurch neue Infektionsrisiken entstehen

(Weiss 1998).

Eine kompetetive Inhibierung der α-1,3-Galactosyltransferase (α1,3GalT), welche für die

Ausbildung der α1,3Gal Epitope verantwortlich ist, sollte durch die transgene Expression der

humanen α-1,3-Fucosyltransferase erzielt werden (Sandrin et al. 1995, Sharma et al. 1996).

Es zeigte sich jedoch nur eine partielle Abnahme der α1,3Gal Epitopzahl (Costa et al. 1999).

Eine Verringerung der α1,3Gal-Expression konnte in N-Acetylglucosaminyltransferase III

transgenen Tieren ebenfalls gezeigt werden, allerdings zeigte sich in einem Primatenmodell

kein Effekt auf die HAR (Miyagawa et al. 2001). Die erfolgreiche Klonierung von Schweinen

(Polejaeva et al. 2000, Onishi et al. 2000) ermöglichte neben der Herstellung von identischen

Tieren definierter Qualität auch neue Ansätze, die HAR zu überwinden (Kaiser 2002). So

gelang der heterozygote Knockout des α1,3GalT-Gens in geklonten Tieren (Lai et al. 2002,

Dai et al. 2002). Da ausgehend von der verbliebenen Genkopie (hemizygot) die α1,3Gal Ex-

pression weiter stattfindet, ist die Etablierung homozygoter Knockout-Tiere unerläßlich – ob

dies jedoch realisierbar ist und so die HAR komplett überwunden werden kann, bleibt abzu-

warten (Butler 2002).

In einem konträren Ansatz gelang in einem Mausmodell die Toleranzinduktion gegen ein

Xenotransplantat durch das Einbringen der porzinen α1,3GalT mittels Gentransfer in Kno-

chenmarkszellen (Bracy et al. 1998). In diesem Fall konnte ebenso eine B-Zell Toleranz

nachgewiesen werden, wie bei der Knochenmarkstransplantation von Wildtypmäusen in

Transferase-Knockout-Mäuse (Yang et al. 1998).

Abschließend bleibt festzuhalten, daß zwar durch die Gabe starker Immunsuppressiva die

HAR überwindbar erscheint, nicht jedoch die verzögerte und die chronische Abstoßung. Un-

bekannt ist weiterhin, ob das Schweineorgan im humanen Organismus über längere Zeit-

räume seine physiologische Funktion aufrechterhält (Dorling et al. 1997). Aus diesem Grund

werden derzeit Xentotransplantate, insbesondere solche ganzer vaskularisierter Organe,

lediglich zur Überbrückung (dem sogenannten Bridging) als geeignet betrachtet, bis ein pas-

sendes Allotransplantat zur Verfügung steht.

1.3.1 Die Bedeutung von PERV für die Xenotransplantation

Für die Verwendung porziner Gewebe und Organe wurden immer wieder Bedenken hinsicht-

lich der Sicherheit der Spendermaterialien geäußert, da eine Infektion durch Mikroorganis-

men und damit verbundenen Xenozoonosen nicht grundsätzlich ausgeschlossen werden

kann (Michaels & Simmons 1994, Stoye & Coffin 1995, Fishman 1997, Takeuchi 2000, Bon-

eva et al. 2001). Einige dieser Erreger sind in Tabelle 1-2 aufgelistet (Fiane et al. 2000).
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Die Züchtung von Schweinen unter spezifisch oder qualifiziert pathogen-freien (SPF, QPF)

Bedingungen ermöglicht prinzipiell die Eliminierung von exogenen Viren, Bakterien, Pilzen

und Parasiten, die für den Transplantatempfänger ein gesundheitliches Risiko darstellen

können (Fishman 1997). Mögliche Risiken für die Anwendung der Xenotransplantation ge-

hen jedoch weiterhin von endogenen Retroviren aus, ebenso von weniger gut charakteri-

sierten Viren wie Herpes- oder Circoviren (Fishman 1997, Stoye 1997, Ehlers et al. 1999,

Onions et al. 2000, Takeuchi 2000, Boneva et al. 2001, Mankertz et al. 1997).

Tabelle 1-2: Erreger des Schweines, die auf den Menschen übertragen werden können.
Nach Fiane et al. 2000.

Bakterien Parasiten, Protozoen, Pilze Viren

Brucella suis Ascaris suum Porzines Adenovirus
Campylobacter coli Babesia spec. Porzines Cytomegalievirus

Campylobacter jejuni Balantidium coli Porzines Rotavirus

Chlamydia psittaci Cryptosporidium spec. Porzines endogenes Retrovirus

Clostridium tetani Echinococcus spec. Aujeszky's disease virus

Corynebacterium suis Entamoeba spec. Japanisches Enzephalievirus

Entrobacteriaceae Pneumocystis carinii Encephalomyocariditisvirus

Erysipelotrix rhusiopatihiae Schistosoma spec. Vesikuläres Stomatitisvirus

Haemophilus spec. Toxoplasma gondii Maul- und Klauenseuche Virus

Leptospira interrogans Trypanosoma cruzi Rabies Virus

Listeria monocytogenes Trichinella spiralis Schweine Influenza Virus

Mycobacterium avium Schweine Parainfluenza Virus

Mycobacterium bovis Aspergillus spec.

Mycobacterium tubercolosis Cryptococcus neoformans

Pasturella multocida Histoplasma capsulatum

Pseudomonas spec. Microsporum nanum

Salmonella spec. Zygomycetes

Yersinia spec. Nocardia spec.

Im Jahre 1997 wurde erstmals beschrieben, daß PERV in-vitro humane Zellen produktiv infi-

zieren kann (Patience et al. 1997). Mittels zellfreier Kulturüberstände der spontan C-Typ Re-

troviren freisetzenden porzinen Zellinien PK15 und MPK  wurden suszeptible Zellinien cha-

rakterisiert (Armstrong et al. 1971, Moenning et al. 1974, Todaro et al. 1974). PERV aus

PK15 Zellen konnte dabei sowohl Zellen des Schweins, des Nerzes als auch des Menschen

infizieren, PERV aus MPK Zellen lediglich porzine Zellen (Patience et al. 1997). Untersu-

chungen mit MLV Partikeln die mit PERV Env der Klassen A, B und C pseudotypisiert waren,

erweiterten das Spektrum suszeptibler Zellinien (Takeuchi et al.1998). Demnach müssen

PERV A und-B als polytrop eingestuft werden, PERV-C als ekotrop.

Die Freisetzung human-infektiöser PERV-Partikel konnte auch für primäre porzine Zellen

unabhängig von einer Mitogenstimulation demonstriert werden (Martin et al. 1998, Wilson et

al. 1998, Wilson et al. 2000, van der Laan et al. 2000), zudem konnte der Nachweis erbracht
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werden, daß Zellinien nicht-humaner Primaten durch PERV infiziert werden können (Blusch

et al. 2000). Passagierungsexperimente mit PERV in humanen Zellen zeigten, daß replikati-

onsinkompetente MLV-Vektoren durch PERV komplettiert wurden und im Anschluß resistent

gegen das humane Komplementsystem waren (Griffiths 2000). Da bekannte PERV im porzi-

nen Genom kartiert werden konnten (Herring et al. 2001, Niebert et al. 2002) erscheint die

Zucht PERV-freier Spendertiere möglich. Kürzlich wurde die Existenz von Minischweinen

beschrieben, welche nicht in der Lage sind, PERV freizusetzen (Oldmixon et al. 2002). Ein

Risiko kann dennoch nicht ausgeschlossen werden, wie die Entdeckung bislang unbekannter

retroviraler Sequenzen im porzinen Genom zeigt (Patience et al. 2001), welche bei Rekom-

binationsereignissen eine Rolle spielen können. Ausgedehnte Rekombinationen zwischen

PERV-Proviren wurden für das Genom von für die Transplantation vorgesehenen Westran

Schweinen beschrieben (Lee et al. 2002).

In retrospektiven Studien an Patienten, die zu therapeutischen Zwecken kurzzeitig mit le-

bendem porzinen Gewebe behandelt wurden, oder Personen, die aus beruflichen Gründen

dauerhaft Kontakt mit Blut und Gewebe des Schweines haben, ergaben sich keine Hinweise

auf eine Übertragung von PERV, auch wenn in einigen Fällen Mikro-Chimärismus gezeigt

werden konnte (Heneine et al. 1998, Patience et al. 1998, Paradis et al. 1999, Pitkin et al.

1999, Dinsmore et al. 2000, Tacke et al. 2001). Allerdings spiegeln die Bedingungen der

therapeutischen Behandlungen keineswegs die Situation wieder, die bei Transplantation

eines kompletten vaskularisierten Organs entstehen würde, das bei starker Immunsuppres-

sion des Empfängers idealerweise für Monate oder gar Jahre in dessen Organismus ver-

bleibt.

Im Gegensatz dazu konnte in einem Modell für NOD/SCID (non-obese diabetic/severe com-

bined immunodeficiency) Mäuse eine PERV-Infektion der diabetischen, immundefizienten

Tiere sowie die PERV-Expression in verschiedenen Geweben nachgewiesen werden, nach-

dem eine Xenotransplantation mit porzinen Inselzellen durchgeführt wurde (van der Laan et

al. 2000). Obwohl der immunologische Status in immunsupprimierten Patienten bei weitem

nicht mit dem von SCID-Mäusen zu vergleichen ist und der Nachweis einer PERV-Infektion

für Kritiker nicht einwandfrei belegt ist, haben die Experimente zu einer Anregung der Dis-

kussion über mögliche Risiken der Xenotransplantation beigetragen (Dorey 2001).
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1.4 Zielsetzung der Arbeit
Die vorliegende Arbeit umfaßt zwei thematische Schwerpunkte. Im Rahmen des ersten Pro-

jektes erfolgte die Untersuchung der transkriptionellen Aktivität von PERV in humanen Zellen

und deren Regulation durch den retroviralen Promotor (LTR) sowie zelluläre Transkriptions-

mechanismen. PERV kann humane Zellen in-vitro infizieren und gilt daher als möglicher Ri-

sikofaktor für die Anwendung der Xenotransplantation. Voraussetzung für eine produktiven

Infektion ist neben dem rezeptorvermittelten Eindringen in die Wirtszelle die Aktivität der

LTR, die damit ebenfalls den Wirtstropismus bestimmt. Die Aktivität der LTR sollte mittels

eines Reportergen Assays in verschiedenen humanen und tierischen Zellinien im Vergleich

zu bekanntermaßen starken Promotoren untersucht werden. Mittels Deletionsmutanten soll-

ten weiterhin für die Regulation der Transkription wichtige LTR Elemente lokalisiert werden,

ebenso sollte die Bindung zellulärer Proteine an diese Abschnitte nachgewiesen werden. Da

im Falle einer Xenotransplantation der Transplantatempfänger stark immunsupprimiert wür-

de, zielte eine weitere Fragestellung auf den möglichen Einfluß von Immunsupressiva auf die

Regulation des Promotors ab. Durch die Charakterisierung der transkriptionellen Regulation

sowie die Bewertung der Promotoraktivität in humanen Zellen kann das Risikopotential von

PERV im Falle einer Infektion nach Xenotransplantation für den Transplantatempfänger

selbst aber auch sein soziales Umfeld evaluiert werden.

Im Rahmen des zweiten Projektes sollte untersucht werden, ob eine HERV-K Expression in

einem transgenen Mausmodell Auswirkungen auf den Phänotyp der Tiere hat. Die meisten

HERV-Familien weisen trunkierte Genome auf. HERV-K codiert dagegen für komplette virale

Proteine, deren Bedeutung für den menschlichen Organismus weitgehend unbekannt sind

und die mit der Ausbildung von Teratokarzinomen assoziiert werden. Die Expression retrovi-

raler Nukleinsäuren und Proteine sollte in den transgenen Tieren mittels verschiedener mo-

lekularbiologischer und biochemischer Methoden untersucht werden. Ein weiterer Fokus der

Arbeit lag auf der Beobachtung des Phänotyps der Tiere sowie ihrer Lebenserwartung und

Reproduktion. Die in dieser Arbeit gewonnen Erkenntnisse können helfen, die Bedeutung der

HERV-K Expression im humanen Organismus zu bewerten.
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2 Material und Methoden

2.1 Organismen

2.1.1 Bakterienstämme

DH5α: Escherichia coli Stamm mit dem Genotyp F- Φ80dlacZ∆M15 ∆(lacZYA-

argF) U169 deoR recA1 endA1hsdR17(rK
-, mK

+) phoA supE44 λ- thi-1 gy-

rA96 relA1 (Invitrogen)

DH10β: Escherichia coli Stamm mit dem Genotyp F- mcrA ∆(mrr-hsdRMS-mcrBC)

Φ80dlacZ∆M15 ∆lacX74 deoR recA1 araD139 ∆(ara, leu) 7697 galU galK

λ-rpsL nupG (Invitrogen)

2.1.2 Säugerzellen

293: Adenovirus-5 transformierte epitheliale Nierenzellinie eines humanen Em-

bryos (Homo sapiens), adhärente Zelle (ECACC Nr. 85120602)

293/PERV-PK: 293 Zellen nach Ko-Kultivierung mit PK15 Zellen (Patience et al. 1997)

293/PERV-B(33): 293 Zellen nach Transfektion/Infektion mit dem Molekularklon 293-PERV-

B(33)/ATG (Czauderna et al. 2000)

A3.01: Lymphoblastoide T-Zellinie des Menschen (Homo sapiens), Suspensions-

zelle (NIH AIDS Research and Reference Reagent Program Nr. 166)

(Folks et al. 1985)

Bai/NJ: Ebstein Barr Virus transformierte B-Zellinie des Menschen (Homo sapi-

ens), Suspensionszelle (ECACC Nr. 9168)

Cos-7: Simian Virus 40 transformierte fibroblastoide Nierenzellinie der Grünen

Meerkatze (Cercopithecus aethiops), adhärente Zelle (ECACC Nr.

87021302)

D17: Osteosarcoma-Zelline eines adulten Hundes (Canis familiaris), adhärente

Zelle (ECACC Nr. 89090403)

HeLa: Humane epitheliale Carcinoma-Zellinie aus dem Gebärmutterhals (Homo

sapiens), adhärente Zelle (ECACC Nr. 93021013)

MRC-5: Normale fibroblaste Lungenzellinie eines humanen Fötus (Homo sapiens),

adhärente Zelle (ECACC Nr. 84101801)

PG-4: Moloney Murine Sarcoma Virus transformierte glial-astrocytische Gehirn-

zellinie der Katze (Felis domestica), adhärente Zelle (ECACC Nr.

94102703)
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PK15: Normale epitheliale Nierenzellinie eines adulten Schweines (Sus scrofa),

adhärente Zelle (ATCC Nr. CCL-33)

ST-Iowa: Normale fibroblastoide Hodenzellinie eines juvenilen Schweines (Sus

scrofa), adhärente Zelle (ATCC Nr. CRL-1746)

2.1.3 Mäuse

C57Black6: Inzuchtstamm

2.2 Kulturbedingungen der Bakterienstämme

2.2.1 Kulturmedien

Die Medien wurden nach Sambrook et al. (1989) hergestellt. Festmedien wurden mit 1,5%

Agarose (w/v) versetzt.

2.2.2 Kultivierung von Escherichia coli

E. coli wurde in LB-Medium (10 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 10 g/l NaCl, pH 7,0; autokla-

viert) oder TB-Medium (12 g/l Trypton, 24 g/l Hefeextrakt, 4 ml Glycerin, 17 mM KH2PO4, 72

mM K2HPO; autoklaviert) bei 37°C unter Schütteln (250 rpm) kultiviert. Transformierte Bakte-

rien wurden durch Zugabe des Antibiotikums Ampicilin (50 µg/µl, Boehringer Mannheim) se-

lektioniert.

2.3 Zellkultur

2.3.1 Kultivierung von Säugerzellen

Die Zellinien 293, 293/PERV-PK (freundlicherweise von C. Patience, London, zur Verfügung

gestellt), 293/PERV-B(33), PG-4 und PK15 (freundlicherweise von R. Weiss, London, zur

Verfügung gestellt) wurden in DMEM-Medium, welchem L-Glutamin (2 mM), Penicillin (100

Units/ml) und Streptomycin (100 µg/ml) (SP) sowie 10% inaktiviertes FKS zugesetzt war,

kultiviert. Die Kultivierung von D17 und ST-Iowa Zellen (freundlicherweise von R. Weiss,

London, zur Verfügung gestellt) erfolgte in MEM-Medium (supplementiert mit Glutamin, SP

und FKS). Die Zellinien Cos-7, HeLa und MRC-5 wurden in CMRL-Medium gehalten, dem

neben Glutamin, SP und FKS zusätzlich Bicarbonat (3,7 g/l) beigefügt wurde. Je nach

Wachstumsgeschwindigkeit wurden die Zellen ein- bis zweimal pro Woche trypsiniert [10 ml
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2,5% Trypsin Melnick, 15 ml Versen (159 mM NaCl, 3 mM KCl, 6,5 mM Na2HPO4, 1,5 M

KH2PO4, 0,2 mM Titriplex) und 30 ml PBS ohne Mg/Ca] und im Verhältnis 1:5 bis 1:20

gesplittet. Die Suspensionszellinien A3.01 (freundlicherweise von E. Flory, Paul-Ehrlich-

Institut, Langen, zur Verfügung gestellt) und Bai/NJ erfolgte in RPMI-Medium (supplementiert

mit Glutamin, SP und FKS). Die Zellen wurden zweimal pro Woche 1:10 gesplittet. Die Kulti-

vierung aller Zellen erfolgte in Zellinkubatoren (Heraeus) bei 37°C und 5% CO2.

2.3.2 Einfrieren von Säugerzellen

Adhärente Zellen wurden in einer mittelgroßen Flasche (80 cm2, Nunc) bis zur Konfluenz

kultiviert, trypsiniert und in 30 ml Medium aufgenommen. Nach Pelletierung (200 x g, 3 min,

4°C) erfolgte je nach Zellzahl die Aufnahme in 1,5 bis 3 ml Einfrierlösung (90% FKS, 10%

DMSO, Sigma). Suspensionszellen wurden pelletiert und danach ebenfalls in Einfrierlösung

aufgenommen. Nach Überführung in Cryo Vials (Greiner) erfolgte eine Lagerung bei –20°C

für 2 h und –80°C über Nacht, bevor die Zellen in flüssigen Stickstoff überführt wurden.

2.3.3 Transiente Transfektion von Säugerzellen

2.3.3.1 Adhärente Zellen

Die transiente Transfektion adhärenter Zellen erfolgte mittels Lipofectamine (Invitrogen) oder

LipofectaminePLUS (Invitrogen). Beide Reagenzien führen zur Ausbildung stabiler DNA-

Liposomen-Komplexe, welche den Gentransfer in die eukaryotische Zelle ermöglichen. Vor

Transfektion wurden ca. 2�105 Zellen in Sechslochplatten (Renner) ausgesät und 24 h kulti-

viert. EndoFree (siehe 2.5.1.3.2) präparierte Plasmid-DNA (333 pg für pRL-CMV und 1 µg für

alle anderen Plasmide) wurde mit 10 µl Lipofectamine in 100 µl Optimem 1-Medium (Invitro-

gen) für 30 min inkubiert. Nach Waschen der Zellen mit PBS (ohne Mg/Ca) und Optimem 1

erfolgte die Zugabe der mit 800 µl Optimem 1 verdünnten DNA-Liposomen-Komplexe. Das

Transfektionsreagenz wurde durch das entsprechende Zellkulturmedium 5 h pt ersetzt und

die Zellen für weitere 43 h kultiviert.

Bei Verwendung von LipofectaminePLUS erfolgte eine Vorinkubation der DNA mit 6 µl

PLUS-Reagenz für 15 min, gefolgt von der Komplexbildung im Lipofectamine (4 µl)-Optimem

1-Gemisch für weitere 15 min.

2.3.3.2 Suspensionszellen

Suspensionszellen wurden unter Verwendung von DMRIE-C (Invitrogen) durch die Ausbil-

dung stabiler DNA-Liposomen-Komplexe transient transfiziert. In Sechslochplatten erfolgte
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die Inkubation von Plasmid DNA mit 3,5 µl DMRIE-C (in 500 µl Optimem 1) und 500 µl Opti-

mem 1 für 30 min. Die Zellen wurden mit PBS (ohne Ca/Mg) und Optimem 1 gewaschen und

in RPMI-Medium ohne Zusätze auf eine Konzentration von 5�105 Zellen/500 µl eingestellt.

Schließlich erfolgte die Zugabe von 500 µl Zellsuspension zu den DNA-Liposomen-

Komplexen. 5 h pt wurden 500 µl RPMI-Vollmedium mit 30% FKS zugesetzt und die Zellen

für weitere 43 h kultiviert. Diesem Medium wurden nach Bedarf die Immunsuppressiva CysA

(Sigma) und Pred (Sigma) in einer Konzentration von 300 ng/ml aus einer 10 mg/ml (CysA)

bzw. 20 mg/ml (Pred) DMSO-Stammlösung zugesetzt. Eine Stimulation der Zellen erfolgte

29 h pt durch die Zugabe von 2 µl TPA (10 ng/ml; Sigma) und 2 µl Iono (0,5 µM; Sigma) pro

Sechslochvertiefung.

2.3.4 Aktivitätsbestimmung der reversen Transkriptase (RT)

Die Bestimmung der RT-Aktivität im Zellkulturüberstand erfolgte mittels des C-type-RTTM

Activity Assays (Cavidi Tech) unter Verwendung von Protokoll B. Grundlage des Assays ist

der Einbau von im Reaktionsmix enthaltenen BrdUTP in einen DNA Strang, der nach Bin-

dung der RT an ein immobilisiertes Template/Primer Konstrukt synthetisiert wird. Im Detekti-

onsschritt erfolgt die Bindung von BrdUTP an spezifische, mit alkalischer Phosphatase ge-

koppelte Antikörper, deren kolorimetrischer Nachweis proportional zur RT-Aktivität der Probe

ist.

Zur Bestimmung der RT-Aktivität in Zellkulturüberständen wurden diese nach Pelletierung

der Zellen (300 x g, 3 min, 4°C) steril filtriert (0,45 µm; Sartorius) und in Aliquots zu 100 µl

bei -80°C bis zur Messung gelagert.

2.3.5 Serielle Passagierung

Die replikationskompetenten Molekularklone 293-PERV-B(33)/ATG und 293-PERV-B(43)

(Czauderna et al. 2000) wurden verwendet, um 293 Zellen zu transfizieren. Virushaltige Zell-

kulturüberstände wurden auf ihre RT-Aktivität untersucht (siehe 2.3.4) während die Expres-

sion von Virusproteinen mittels indirekter Immunfluoreszenz nachgewiesen wurde (siehe

2.6.8). Überstände von produktiv infizierten Zellen wurden alle vier Wochen über einen Zeit-

raum von 12 Monaten auf frische 293 Zellen übertragen. Zu diesem Zeitpunkt erfolgte die

Isolierung genomischer DNA (siehe 2.5.1.1) und integrierte provirale LTRs wurden per PCR

amplifiziert (siehe 2.5.3.1). Die serielle Passagierung wurde freundlicherweise von N. Fi-

scher, Paul-Ehrlich-Institut, Langen, durchgeführt.
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2.4 Transgene Methoden

2.4.1 Transgene Expressionsvektoren

Für die Herstellung HERV-K transgener Mäuse wurden zwei verschiedene Expressionsvek-

toren verwendet (Abb. 2-1). Der Expressionsvektor pcHERV-K (Abb. 2-1A) beinhaltete die

komplette HERV-K Sequenz (Ono et al. 1986; Tönjes et al. 1997a, Tönjes et al. 1999) ohne

die flankierenden LTRs und war mit einer stromabwärts lokalisierten iRESβGeo-Box

(Mountford et al. 1994) verbunden. Die Verwendung der iRES-Box erlaubte, dank ihrer

Funktion als ribosomale Bindungsstelle (Mountford et al. 1994), die Fortsetzung der

Transkription bis über die Sequenz des βGal-Neomycin-Fusionsgens (Geo) hinaus. Reguliert

wurden beide Genkassetten durch einen stromaufwärts lokalisierten SV40 ori-CMV-Intron A

Promotor (Lu et al. 1998). Der Einsatz der SV40-ori ermöglichte die von der zellulären DNA

unabhängige, vom CMV Promotor getriebene Replikation des Konstruktes. Sequenzen des

Rinder Wachstumshormons (bGH) stellten ein Polyadenylierungssignal zur Verfügung (Lu et

al. 1998). Die Elemente des Konstruktes wurden in den prokaryotischen Expressionsvektor

pJW4303 (Lu et al. 1998) kloniert. Da prokaryotische Vektorsequenzen die Expression euka-

ryotischer Gene im transgenen Organismus hemmen können (Hogan et al. 1994), wurde der

Vektor SfiI (New England Biolabs) und PmeI (New England Biolabs) verdaut, so daß ein

~14,5 kb langes, linearisiertes Transgenfragment ohne prokaryotische Sequenzen entstand

(Tönjes, unveröffentlicht).

Abbildung 2-1: Aufbau der HERV-K Transgenkonstrukte. Transgen HERV-K (A) bein-
haltet die komplette HERV-K Sequenz mit den Genen gag, pol und env jedoch ohne flankie-
rende LTRs (hellgraue Box), während Transgen Env2 lediglich die HERV-K env-Sequenz
trägt (hellgraue Box). Stromabwärts der retroviralen Gene befindet sich eine iRESβGeo-
Kassette (weiße Box). Die Expression der Genkassetten erfolgt unter der Kontrolle eines
SV40 ori-CMV-Intron A Promotors (dunkelgraue Box, schwarzer Pfeil). Restriktionsschnitt-
stellen zur Herstellung der Konstrukte sind angegeben.

iRES�Geo (~4.88kb)HERV-K (gag/pol/env/Corf) (~7.7kb)A
SV40

SfiI

Bsp120I/

PmeI/

NotI

XhoI/
PmeI/
Bsp120I

iRES�Geo (~4.88 kb)B Env2 (~2.0 kb)

SV40ApaI NheI/NotI NotINheI/NotI

CMV

CMV
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Der zweite Expressionsvektor, pEnv2 (Abb. 2-1B), beinhaltete anstelle des kompletten

HERV-K Genoms lediglich die env-Sequenz (Tönjes et al. 1997b) inklusive des Rec-Corf

Elementes (Löwer et al. 1995). Die Herstellung des ~9,4 kb langen, linearisierten Transgen-

fragmentes erfolgte durch Verdau mit ApaI (New England Biolabs) und NotI (New England

Biolabs). Die Klonierung der Konstrukte wurde freundlicherweise von R.R. Tönjes, Paul-

Ehrlich-Institut, Langen, durchgeführt.

2.4.2 Herstellung transgener Mäuse

Die Herstellung transgener Mäuse wurde nach der Standardmethode der Mikroinjektion

durchgeführt (Hogan et al. 1994). Dabei erfolgte die Mikroinjektion der DNA (siehe 2.4.1)

direkt in den Pronukleus einer befruchteten Eizelle, die dann in eine empfängnisbereite Maus

implantiert wurde. Diese Methode führt bei 10-40% der Nachkommen zu einer stabilen

chromosomalen Integration der Fremd-DNA (Hogan et al. 1994). Resultierende transgene

Gründer-Tiere wurden schließlich bis zur Homozygotie ingezüchtet. Die Herstellung transge-

ner Mäuse wurde freundlicherweise von T. Rülicke, Zürich, durchgeführt.

2.4.3 Tierhaltung

Die Etablierung und Zucht der transgenen Mäuse erfolgte in Zürich und in Folge am Paul-

Ehrlich-Institut in einer Barrierehaltung mit Personen- und Materialschleuse um die Kontami-

nation mit Krankheitserregern zu vermeiden.

2.4.4 Entnahme von Geweben und Organen

Zur Isolierung genomischer DNA aus dem Gewebe der Mäuse (siehe 2.5.1.2) wurde unter

Betäubung die Schwanzspitze abgetrennt und bis zur Verarbeitung bei –20°C gelagert. Nach

Tötung der Tiere erfolgte die Entnahme von Gehirn, Lunge, Leber, Milz und Niere sowie Ho-

den oder Ovarien. Bei einer adulten Maus wurde zusätzlich ein Mamma-Adenokarzinom ent-

nommen. Für die Analyse der mRNA-Expression wurden die Organe in flüssigem Stickstoff

schockgefroren und direkt verarbeitet (siehe 2.5.1). Zur Anfertigung von Paraffinschnitten

(siehe 2.6.7) wurden die Gewebe direkt in Formalin (Merck) überführt und bis zur Weiterver-

arbeitung fixiert.
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2.5 Molekularbiologische Methoden

2.5.1 Isolierung von Nukleinsäuren

2.5.1.1 Isolierung genomischer DNA aus Zellen

Zellen zur Gewinnung von Kernextrakten wurden aus mittelgroßen (80 cm2), konfluent be-

wachsenen Zellkulturflaschen (Nunc) nach dreimaligem Waschen mit kaltem PBS (ohne

Mg/Ca) in 10 ml kaltem PBS mit einem Zellschaber (Nunc) abgelöst. Nach Zentrifugation

(500 x g, 10 min, 4°C) erfolgte die Lyse in 4 ml Lysispuffer (10 mM Tris/HCl [pH 7,6], 1 mM

EDTA, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl2, 0,5% NP40) durch vortexen für 10 sec. Nach erneuter

Zentrifugation (1.600 x g 2 min, 4°C) wurden die pelletierten Zellkerne mit 500 µl Proteinase

K-Puffer (10 mM Tris [pH 7,8], 0,5% SDS) und 2,5 µl Proteinase K (20 mg/ml; Boehringer

Mannheim) resuspendiert und über Nacht verdaut. Die Isolierung der genomischen DNA

erfolgte über Phenol/Chloroform-Extraktion mit anschließender Ethanolfällung.

2.5.1.2 Isolierung genomischer DNA aus Geweben

Genomische DNA wurde aus Schwanzspitzen der transgenen Mäuse gewonnen (siehe

2.4.4). Diese wurden in 0,7 ml Hogan-Puffer (50 mM Tris/HCl [pH 8,0], 100 mM EDTA, 100

mM NaCl, 0,5% SDS) mit 17,5 µl Proteinase K (20 mg/ml; Boehringer Mannheim) über Nacht

verdaut. Die Isolierung der genomischen DNA erfolgte wie unter 2.5.1.1 beschrieben.

2.5.1.3 Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien

2.5.1.3.1 Minipräparation durch alkalische Lyse

Aus Bakterien-Minikulturen erfolgte die Aufreinigung von Plasmiden mittels der alkalischen

Lyse. Zellen aus einer 5 ml Übernachtkultur (TB-Medium) wurden pelletiert (16.000 x g, 30

sec) und in 100 µl kaltem GTE-Puffer (50 mM Glucose, 25 mM Tris/HCl [pH 8,0], 10 mM

EDTA) resuspendiert. Nach Zugabe von 200 µl Lysis Puffer (200 mM NaOH, 1% SDS) wur-

den die Zellen 5 min auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 150 µl 3 M Natriumacetat zur Neu-

tralisation wurden Zelltrümmer und chromosomale DNA pelletiert (16.000 x g, 5 min). Die

Plasmid-DNA wurde aus dem Überstand durch Zugabe von zwei Volumen Ethanol (100%) 2

min auf Eis gefällt und pelletiert (16.000 x g, 5 min). Die Resuspension des Pellets erfolgte in

60 µl RNase A-haltigem (0,1 mg/ml; Boehringer Mannheim) TE-Puffer.
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2.5.1.3.2 Midi- und Maxipräparation

Die Präparation von Plasmid-DNA im größeren Maßstab erfolgte mit dem QIAfilter Plasmid

Midi bzw. Maxi Kit (Qiagen) nach Angaben des Herstellers. Zellen aus 50 ml bzw. 250 ml

Übernachtkultur (LB-Medium) wurden pelletiert (6.000 x g, 15 min) und durch mitgelieferte

Puffer lysiert. Die Aufreinigung der DNA erfolgte mittels Anionenaustauschersäulen. Die

Verwendung des EndoFree Plasmid Maxi Kit (Qiagen) gewährleistete die Entfernung bakte-

rieller Endotoxine aus dem Präparationsansatz, da diese die Transfektion eukaryotischer

Zellen inhibieren können.

2.5.1.4 Isolierung von RNA aus Geweben

Die Extraktion totaler RNA aus tiefgefrorenem Gewebe der transgenen Mäuse (siehe 2.4.4)

erfolgte mittels TRIzol-Reagenz (Invitrogen) nach Angaben des Herstellers. Nach Homoge-

nisierung der Gewebe im Phenol- und GTC-haltigen TRIzol-Reagenz wurden die Phasen

durch Zugabe von Chloroform getrennt und die RNA mit Isopropanol präzipitiert. Die Reinheit

der RNA wurde photometrisch überprüft (siehe 2.5.2), eine mögliche Degradation wurde

durch Gelelektrophorese der glyoxylierten RNA (siehe 2.5.4) ausgeschlossen. Die RNA wur-

de bis zur weiteren Verarbeitung bei –80°C gelagert.

2.5.1.5 Isolierung viraler RNA aus Zellkulturüberständen

Die Isolierung viraler RNA aus 1 ml zellfreien, steril filtrierten (0,45 µm; Sartorius) Überstän-

den infizierter Zellen erfolgte mit dem High Pure Viral RNA Kit (Roche Diagnostics) nach An-

gaben des Herstellers. Das Gesamtvolumen des Überstandes betrug 15 ml. Die RNA wurde

bis zur Verarbeitung bei –80°C gelagert.

2.5.2 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren

Die photometrische Bestimmung der Konzentration und Reinheit von Nukleinsäuren beruht

auf den unterschiedlichen Absorptionsmaxima von Nukleinsäuren (260 nm) und Proteinen

(280 nm). Für reine DNA liegt der Quotient OD260/OD280 zwischen 1,6 und 1,8, für reine RNA

zwischen 1,8 und 2,0. Die Messung erfolgte am RNA/DNA Calculator (Pharmacia).
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2.5.3 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

2.5.3.1 PCR

Spezifische DNA-Bereiche wurden mittels PCR unter Verwendung der rekombinanten, ther-

mostabilen DNA-abhängigen DNA-Polymerase AmpliTaq (PE Applied Biosystems) amplifi-

ziert. Ein Standardansatz (20 µl) enthielt 1x PCR Puffer (10 mM Tris/HCl [pH 8,5], 50 mM

KCl, 1,5 mM MgCl2, 0,01% Gelatine), je 4 µM Primer, 10 mM dNTPs, 100 ng DNA und 1,25

U Taq-Polymerase.

Allen PCR-Programmen ging eine initiale Denaturierung bei 94°C für 2 min voraus. Die Zy-

klen begannen ebenfalls mit einer Denaturierung (30 sec), sie unterschieden sich aber in

Abhängigkeit vom Amplifikat und Primer hinsichtlich der Temperatur und Dauer der Primer-

bindung (Annealing) sowie der Dauer der Verlängerung (Elongation, bei 72°C). Der Zyklus

aus Denaturierung, Annealing und Elongation wurde 25-35 mal wiederholt, ehe eine finale

Elongation von 10 min die PCR abschloß.

PCRs wurden in den folgenden Thermocyclern durchgeführt: GeneAmp PCR System 9700

(PE Applied Biosystems), Mastercycler gradient (Eppendorf) und Progene (Techne).

2.5.3.2 RT-PCR

Um RNA per PCR zu amplifizieren, muß in einem ersten Schritt die Erststrangsynthese von

cDNA erfolgen, welche in der nachfolgenden PCR-Reaktion als Template dient. Oligo (dT)

geprimte cDNA wurde aus Total-RNA (siehe 2.5.1.4) durch Verwendung des SuperScript

Preamplification System (Invitrogen) nach den Angaben des Herstellers gewonnen. Nach

Synthese wurde die verbliebene RNA durch RNase H verdaut und 1/10 des cDNA Reakti-

onsvolumens in die PCR-Reaktion eingesetzt.

2.5.3.3 Quantitative PCR

Um die Kopienzahl einer bestimmten DNA-Sequenz zu quantifizieren, wurde eine Real-Time

PCR unter Verwendung des LightCycler – FastStart DNA Master SYBR Green I Kit (Roche

Diagnostics) durchgeführt. Wichtige Bestandteile des Kits sind eine FastStart Taq DNA Po-

lymerase, die durch eine initiale Denaturierung von 10 min aktiviert werden muß, sowie der

Farbstoff SYBR Green I, welcher sich an doppelsträngige DNA unter Fluoreszenzemission

anlagert (Wittwer et al. 1997).

Ein 20 µl PCR-Ansatz enthielt 2 µl LightCycler – FastStart DNA Master SYBR Green I Mix, 3

mM MgCl2, je 0,3 µM Primer sowie 2 µl (~200 ng) genomische DNA (siehe 2.5.1.1). Das

PCR-Programm setzte sich aus 45 Zyklen (Denaturierung, Annealing und Elongation) zu-



Material und Methoden 28

sammen, wobei die Annealingtemperatur von den gewählten Primern abhing, die Elongati-

onsdauer von der Größe des Produktes. Die PCR wurde mit einem LightCycler (Roche Dia-

gnostics) durchgeführt, das Monitoring der SYBR Green I-Binding an das amplifizierte Pro-

dukt erfolgte nach jeder Elongation. Um das spezifische Amplifikat von unspezifischem Pro-

dukt zu unterscheiden, wurde abschließend eine Schmelzkurvenanalyse mit kontinuierlicher

Fluoreszenzmessung bei stetiger Erhitzung bis zu 94°C durchgeführt.

Die absolute Quantifizierung des PCR-Produkts erfolgte mittels eines homologen externen

Standards. Zu diesem Zweck wurde ein Analogon des zu quantifizierenden PCR-Produkts

präpariert und die Konzentration photometrisch bestimmt (siehe 2.5.2). Unter Anwendung

der Gleichung 2-1 erfolgte die Berechnung der Kopienzahl.

MW = Molekulargewicht [g/mol]
MW(dsDNA) = (Anzahl bp)�(660 Dalton/bp)
1 mol = 6�1023 Moleküle (= Kopien)

Gleichung 2-1: Berechnung der DNA Kopienzahl anhand der Konzentration (OD260).

Anhand der berechneten Kopienzahl wurde eine Standardreihe mit 10-fach Verdünnungen in

H2O hergestellt. Nach Beendigung der PCR wurde die Kopienzahl des zu detektierenden

Moleküls durch das Auftragen der ermittleten Fluoreszenz gegenüber der Kopienzahl des

Standards bestimmt. Der log-lineare Anteil der Amplifikation wurde durch die sog. "second

derivate maximum method" bestimmt. Abschließend erfolgte ausgehend von der Standard-

kurve die Extrapolation der Konzentration des PCR-Produkts. Die Berechnung der PCR-

Effizienz erfolgte mit Gleichung 2-2:

Gleichung 2-2: Berechnug der PCR Effizienz.

2.5.3.4 Quantitative RT-PCR

Um die Kopienzahl einer bestimmten RNA-Sequenz zu quantifizieren, wurde eine Real-Time

One-Step RT-PCR unter Verwendung des LightCycler – RNA Master SYBR Green I Kit (Ro-

che Diagnostics) durchgeführt. Wichtiger Bestandteil des Kit ist neben dem SYBR Green I

Farbstoff die Tth DNA Polymerase, welche RNA-abhängig eine RT-Aktivität und DNA-
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abhängig eine Polymerase-Aktivität aufweist und somit die Kombination der RT und PCR in

einem Ansatz ermöglicht.

Ein 20 µl PCR-Ansatz enthielt 2 µl LightCycler – RNA Master SYBR Green I Mix, 3 mM

Mn(OAc)2, je 0,3 µM Primer sowie 2 µl Total-RNA (siehe 2.5.1.1). Das PCR-Programm

setzte sich aus 50 Zyklen zusammen. Die Durchführung der PCR und die anschließende

Quantifizierung erfolgte wie unter 2.5.3.3 beschrieben (MW[ssRNA] = [Anzahl bp]�[660 Dal-

ton/bp]).

2.5.3.5 Verwendete Primer

Primer, die in der PCR eingesetzt wurden, sind in den Tabellen 2-1, 2-2 und 2-3 zusammen-

gefaßt. Die Datenbank-Nummern sind unter 2.5.19 aufgelistet.

Tabelle 2-1: Primer zur Isolierung von PERV LTRs und anderer Promotoren sowie zu
deren Modifikation. Rekombinant eingefügte Schnittstellen sind fett dargestellt, Stuffer kur-
siv. Überhänge (Banner) von bei der Fusions-PCR verwendeten Primer sind unterstrichen.

Bezeichnung Sequenz (5’�3’) nt-Position

5’-PERV-LTR I TGAAAGGATGAAAATGCAACCTAAC 1-25 a

3’-PERV-LTR/PBS I TTTCCCGGCCAACGCACCAAATGA 705-728 a

5’-PERV-LTR II CAGTGAGGTACCTGAAAGGATGAAAATGCAACCTAAC 1-25 a

3’-PERV-LTR/PBS II CAGTGAAGATCTTTTCCCGGCCAACGCACCAAATGA 705-728 a

5’-PERV-Zero AGATGCGGACCTCCGGAGCTTGTGACGCACAGGCTTTGTTG 487-508 a

3’-PERV-Zero CAACAAAGCCTGTGCGTCACAAGCTCCGGAGGTCCGCATCT 294-312 a

5’-PERV-Del II CGGAGCTATTTTAAAATGATTGGTTTGTGACGCACAGGCTTTGTTG 469-508 a

3’-PERV-Del I CGGACCTCCGGAGCTATTTTAA 299-320 a

3’-PERV-Del II CAACAAAGCCTGTGCGTCACAAACCAATCATTTTAAAATAGCTCCG 469-508 a

5’-PERV-DelA CAGTGAGGTACCGGACCTCCGGAGCTATTTTA 299-319 a

5’-PERV-DelB CAGTGAGGTACCTTGTGACGCACAGGCTTTGT 497-506 a

5’-PERV-DelE CAGTGAGGTACCGCCGCAGTCCTCTACCC 546-562 a

3’-PERV-DelC CAGTGAAGATCTTGCAAACAGCAAGAGGATTT 605-624 a

3’-PERV-DelD CAGTGAAGATCTCCCGAGTGCGGAATCGG 529-555 a

5’-PERV-DelFus I AAATGATTGGTTTGTGACGCGCCGCAGTCCTCTACCC 476-495 a

3’-PERV-DelFus I GGGTAGAGGACTGCGGCGCGTCACAAACCAATCATTT 476-495 a

5’-PERV-DelFus II CCGATTCCGCACTCGGGTCAAGACCGCTTCTCGTGA 625-643 a

3’-PERV-DelFus II TCACGAGAAGCGGTCTTGACCCGAGTGCGGAATCGG 625-643 a

5’-Rep-Kpn CAGTGAGGTACCAGATGCGGACCTCCGGAGC 293-312 a

3’-Rep-Kpn CAGTGAGGTACCCAACAAAGCCTGTGCGTCACAA 487-508 a

5’-Rep-BamH CAGTCGGGATCCCGCAGATGCGGACCTCCGGAGC 291-312 a

3’-Rep-Bgl CAGTGAAGATCTTCAACAAAGCCTGTGCGTCACAA 487-508 a

5’-Rep-Mult GATGCGGACCTCGGATCCTATT 295-306 a

3’-Rep-Mult AAAGCCTGTGGATCCCAAACCA 483-504 a

5’-PERV-C-LTR CAGTGAGGTACCTGAAAGGATGAAAATACAACCTAAGC 1-26 b

3’-PERV-C-LTR CAGTGAAGATCTTCCCGGACGAGCCCCCAAATGTAA 607-630 b
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Bezeichnung Sequenz (5’�3’) nt-Position

5’-RSV-LTR CAGTGAGGTACCGGTACCCAGCTTGGAGGTGCACA 457-479 c
3’-RSV-LTR CAGTGAAGATCTGTTTGACAGCTTATCATCGCAGATCC 1054-1080 c
5’-MMTV-LTR CAGTGAGGTACCAAGCTTGGGCAGAAATGGTT 91-110 d
3’-MMTV-LTR CAGTGAGGTACGGTCCCTATGGTGAGTCC 1524-1241 d
5'-CMV CAGTGAGGTACCTCAATATTGGCCATTAGC 7-24 e
3'-CMV CAGTGAGGTACCCACTGACTGCGTTAGCAATT 784-803 e

a nt-Position bezieht sich auf die Datenbank-Nummer AJ133816
b nt-Position bezieht sich auf die Datenbank-Nummer AF038600
c nt-Position bezieht sich auf die Sequenz von pREP4 (Invitrogen)
d nt-Position bezieht sich auf die Sequenz von pMAMneo (Clontech)
e nt-Position bezieht sich auf die Sequenz von pRL-CMV (Promega)

Tabelle 2-2: Primer zur Durchführung der quantitativen PCR.

Bezeichnung Sequenz (5’�3’) nt-Position

5’-PK-1 TTGACTTGGCAGTGGGACGGGTAAC 2927-2949 a
3’-PK-6 GAGGGTCACCTGAGGGTGTTGGAT 3716-3739 a
5’-PERV-F TCTCCCCAAGTAAAGCCTGAT 195-214 a

3’-PERV-R ACTAGGATGCCCTGTTGGATTA 400-421 a
5’-PBGD-F1 TGAAGGCTGGCTGCTCATAC 5689-5708 b
3’-PBGD-R GTTTTCTGCCACCAGTCAACA 5934-5954 b

a nt-Position bezieht sich auf die Datenbank-Nummer AJ133816
b nt-Position bezieht sich auf die Datenbank-Nummer M95623

Tabelle 2-3: Primer zur Durchführung von RT-PCRs zum Nachweis der Genexpression
in transgenen Mäusen.

Bezeichnung Sequenz (5’�3’) nt-Position

5’-HERV-SD TCGAGCGTAATCATTGAGGACAAGTCGA 1013-1040 a
3’-HERV-gag GAGCCATTACCGGCTCTGCTACATATTCG 1507-1535 a
3’-HERV-Corf TTTCGACAAAACCGCCATCGTCATCATGGCCCG 8164-8197 a
5’-GAPDH-Ex II GACCCTAAAGAAATCCCCTG 7875-7894 b
3’-GAPDH-Ex II TGTGTAAGCAAGGATGCCAG 9282-9301 b
5’-GAPDH-Int II AGATGACGGCCATCCTCCA 8169-8187 b
3’-GAPDH-Int II AACGGCCATAGCATGCCAG 8496-8514 b

a nt-Position bezieht sich auf die Datenbank-Nummer M14123
b nt-Position bezieht sich auf die Datenbank-Nummer UO9964

2.5.4 Agarosegelelektrophorese

DNA Fragmente wurden mittels Agarosegelelektrophorese aufgetrennt. Agarose (Invitrogen)

wurde dazu in 1 x TAE Puffer (40 mM Tris/Acetat [pH 8,0], 1 M EDTA) aufgekocht und mit

0,5µg/ml Ethidiumbromid (Roth) versetzt. Bei kleinen Fragmenten (~ 500 bp) wurde 1 x TBE
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Puffer (5 x TBE: 54 g Tris Base, 27,5 g Borsäure, 20 ml 0,5 M EDTA ad 1 l H2O) verwendet.

Für die Auftrennung von RNA wurde die Agarose in NaPO4-Puffer aufgekocht. Die Proben

wurden mit 1/5 Volumen Gelbeladungspuffer (0,25% Bromphenolblau, 0,25% Xylencyanol,

30% Glycerin) vermischt und aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte in Abhängigkeit der

Fragmentgröße bei 5-12 V/cm über einen Zeitraum von 1-20 h in 0,7-1,5%igen Agarosege-

len. Als Größenstandards wurden Lambda DNA HindIII Digest (Biolabs), One kb DNA Lad-

der (Invitrogen) oder SmartLadder (Eurogentec) verwendet.

Vor der Elektrophorese von RNA wurde diese zunächst glyoxyliert. Zu diesem Zweck wurden

20 µg Total-RNA in 8µl DMSO-Mix (1750 µl DMSO, 70 µl 0,5 M NaPO4 [pH 7,0], 35 µl 20%

SDS, 150 µl H2O) mit 1,25 µl Glyoxal (Serva) 30-60 min bei 50°C inkubiert. Nach Zugabe

von 4 µl Bromphenolblau erfolgte die Elektrophorese in NaPO4-Puffer (10 mM [pH 6,8]) auf-

gekochter Agarose bei kontinuierlicher Umwälzung des NaPO4-Puffers. Als Größenstandard

wurde die 0.24-9.5 Kb RNA Ladder (Invitrogen) verwendet. Um die Qualität der RNA zu un-

tersuchen (Vergleich der 18s/28s RNA-Banden) wurden die Gele zunächst in NaOH (50 mM)

für 15 min inkubiert und anschließend in einer Ethidiumbromid-Lösung (0,1 M Tris [pH 7,4],

0,1 M NaCl, 1% Ethidiumbromid) gefärbt.

2.5.5 Aufreinigung von DNA aus Agarosegelen

DNA-Fragmente wurden mit dem Jetsorb Gel Extraction Kit (Genomed) aus Agarosegelen

rückgewonnen. Die DNA wird hierbei nach chemischer Zersetzung des Agarosegels an eine

Matrix gebunden, von der sie mit H2O eluiert werden kann. Nach der Extraktion der DNA

wurde deren Konzentration photometrisch bestimmt (siehe 2.5.2).

2.5.6 Auffüllen von überhängenden Restriktionsschnittstellen

Um nicht kompatible Restriktionsschnittstellen klonieren zu können, mußten deren Überhän-

ge aufgefüllt werden. Dies erfolgte unter Verwendung von 2 U des Klenow-Fragmentes, der

großen Untereinheit der DNA-Polymerase I (New England Biolabs), sowie 0,2 mM der

dNTPs bei 37°C für 30 min. Nach Phenol/Chloroform-Extraktion und anschließender Etha-

nolpräzipitation wurde die DNA in die Ligationsansätze (siehe 2.5.8) eingesetzt.

2.5.7 Dephosphorylierung von DNA

Die Religation linearisierter Vektoren wurde durch eine Dephosphorylierung unter Verwen-

dung von 0,5 U CIP (20 min, 37°C; Pharmacia) sowie 1 U BAP (20 min, 50°C; Pharmacia)

verhindert. Nach Abstoppen der Reaktion durch Zugabe von 2 µl 0,5 M EDTA erfolgte eine
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Phenol/Chloroform-Extraktion mit anschließender Ethanolpräzipitation, danach stand der

Vektor für die Ligation (siehe 2.5.8) zur Verfügung.

2.5.8 Ligation

Die Verknüpfung von Vektor und Insert erfolgte unter Verwendung der T4-DNA-Ligase (Invi-

trogen). Dabei wurden 10-50 ng Vektor-DNA mit 4 µl 5 x Ligase-Puffer, 1 µl T4-DNA-Ligase

(4,5 Weiss Einheiten) und der äquimolaren Menge Insert-DNA in einem Gesamtvolumen von

20 µl bei 4°C über Nacht inkubiert.

2.5.9 T/A-Klonierung von PCR-Amplifikaten

Die bei der PCR verwendete Taq-DNA-Polymerase (siehe 2.5.3.1) erzeugt Template-

unabhängig einen Desoxyadenosin-Überhang am 3'-Ende des Amplifikates. Dieser kann mit

Vektoren, die über einen Desoxythymidin-Überhang verfügen, direkt verknüpft werden. PCR-

Produkte wurden auf diese Weise in den Vektor pGEM-T-Easy (Promega), wie unter 2.5.8

beschrieben, einkloniert.

2.5.10 Herstellung kompetenter Zellen

Die Transformation von Bakterien ist nur möglich, wenn diese dafür kompetent sind. Um

Kompetenz zu erlangen, wurden 100 ml Kulturen der Bakterienstämme DH5α und DH10β bis

zu einer OD600 von 0,5 bis 0,55 kultiviert. Nach Inkubation auf Eis (5 min) wurden die Zellen

pelletiert (3.700 x g, 10 min, 4°C) und in 40 ml Lösung TFB1 [30 mM KAc, 100 mM RbCl2, 10

mM CaCl2�2 H2O, 50 mM MnCl2�4 H2O, 15% Glycerin (v/v), pH 5,8] resuspendiert und 5 min

auf Eis inkubiert. Nach erneutem Pelletieren erfolgte die Aufnahme in 4 ml Lösung TFB2 [10

mM MOPS, 75 mM CaCl2, 10 mM RbCl2, 15% Glycerin (v/v), pH 6,5] und eine weitere Inku-

bation auf Eis (15 min). Im Anschluß wurden 100 µl Aliquots auf Trockeneis schockgefroren

und bei -80°C gelagert.

2.5.11 Transformation von Bakterien

Kompetente Bakterien (siehe 2.5.10) wurden aufgetaut und mit 1-10 ng Plasmid-DNA oder 4

µl eines Ligationsansatzes (siehe 2.5.8) für 30 min auf Eis inkubiert. Nach einem Hitze-

schock (45 sec, 42°C) wurden die Zellen für 1 h in SOC-Medium (2% Trypton, 0,5% Hefeex-

trakt, 0,05% NaCl, 2,5 mM KCl, 10 mM MgCl2, 20 mM Glucose, pH 7,0) bei 37°C im Schütt-
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ler regeneriert, auf Selektivnährböden ausplattiert und über Nacht im Brutschrank bei 37°C

inkubiert.

2.5.12 DNA-Sequenzierung

Sequenzierungen wurden unter Verwendung der automatischen DNA-Sequenzier Modelle

373 bzw. 377 (Applied Biosystems) dankenswerterweise von M. Selbert, Paul-Ehrlich-

Institut, Langen, durchgeführt. Die Auswertung und Bearbeitung der Sequenzen erfolgte mit

den Programmen Sequence-Navigator (ABI), DNAsis (Hitachi) und MacVectorTM 6.5 (Oxford

Molecular). Datenbankabgleiche wurden via Internet mit dem Programm BLASTN (NCBI,

Washington) vorgenommen. Die Analyse putativer Bindungsstellen für Transkriptionsfakto-

ren erfolgte mit dem Programm MatInspector (Genomatix).

2.5.13 Hybridisierung einzelsträngiger Oligonukleotide

Die Hybridisierung zweier komplementärer einzelsträngiger Oligonukleotide wurden je 200

µg jedes ss-Oligonukleotids in 1 x Annealing Puffer (5 x Annealing Puffer: 0,5 M NaHCO3,

1,65 M NaCl, 1 mM EDTA) bei 100°C für 2 min denaturiert. Nach Zugabe von 200 µl H2O

erfolgte die Trennung verbliebener ss-Oligonukleotide von hybridisierten ds-Oligonukleotiden

mittels ELUTIPd Säulen (Schleicher & Schuell) nach Angaben des Herstellers. Nach einer

Ethanolpräzipitation erfolgte eine photometrische Konzentrationsbestimmung (siehe 2.5.2).

2.5.14 Radioaktive Markierung von DNA und RNA

2.5.14.1 Random Prime Labelling

Das radioaktive Random Prime Labelling von Nukleinsäure-Fragmenten erfolgte mit dem

Megaprime DNA Labelling System (Amersham Pharmacia Biotech). Das Labelling erfolgte

mit 5-50 ng DNA, 5 µl eines randomerisierten Hexanukleotidgemisches und 5 µl [α-32P]

dCTP (3.000 Ci/mmol; Amersham Pharmacia Biotech) nach Angaben des Herstellers. Nach

Beendigung der Reaktion (Zugabe von 50 µl EDTA) wurden nicht inkorporierte Radionukleo-

tide über Sephadex G50 Säulen (Amersham Pharmacia Biotech) fraktioniert. Die spezifische

Aktivität der einzelnen Fraktionen wurde im Szintillationszähler per Cerenkov-Messung (Ein-

heit: counts per minute [cpm]) bestimmt.
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2.5.14.2 End Prime Labelling

Die radioaktive Markierung von Oligonukleotiden am 5'-Ende erfolgte mit einer T4 Polynu-

cleotid Kinase (Promega). Zu diesem Zweck wurden 3,5 pmol eines ds-Oligonukleotides

(siehe 2.5.13) mit 1 µl T4 Polynucleotid Kinase, 1 µl T4 Puffer und 1µl [γ-32P] ATP (3.000

Ci/mmol; Amersham Pharmacia Biotech) bei 37°C 10 min inkubiert. Nach Abstoppen der

Reaktion durch Zugabe von 1µl EDTA erfolgte die Fraktionierung und Messung der Aktivität

wie unter 2.5.14.1 beschrieben.

2.5.15 Southern Blotting

Mittels eines Southern Blot erfolgte der Transfer von DNA Banden aus einem Agarosegel

(siehe 2.5.4) durch einen Kapillarstrom auf eine Nitrocellulose- oder Nylonmembran. Nach

Beendigung der Elektrophorese wurden die Gele für 30 min denaturiert (Denaturierungslö-

sung: 0,5 M NaOH, 1,5 M NaCl) und anschließend 10 min in 0,25 N HCl depuriniert, ehe

eine zweimalige Inkubation für 15 min in Neutralisierungslösung (1,5 M NaCl, 0,5 M Tris/HCl

[pH 7,5]) folgte. Der Transfer auf die Porablot NY Amp Nylon Membran (Macherey-Nagel)

erfolgte in 20 x SSC (3 M NaCl, 0,3 M Natriumcitrat [pH 7,0]) über Nacht. Der Blot wurde

nach Sambrook et al. (1989) aufgebaut. Nach Transfer wurde die DNA durch UV-

Bestrahlung (UV Stratalinker; Stratagene) kovalent an die Membran gebunden.

2.5.16 Northern Blotting

Der Transfer von RNA Banden aus einem Agarosegel (siehe 2.5.4) auf die Porablot NY Amp

Nylon Membran (Macherey-Nagel) und die UV-Vernetzung erfolgte wie unter 2.5.15 be-

schrieben, jedoch wurde keine Depurinierung durchgeführt.

2.5.17 Hybridisierung

Blot-Membranen wurden zur Unterdrückung unspezifischer Bindungen für 1 h in Hybridisie-

rungslösung (5 x Denhardt, 6 x SSC, 0,5% SDS, 50 µg/ml Hefe tRNA [Invitrogen]) bei 65°C

in Rollbehältern aus Glas im Rollofen präinkubiert. Für die Hybridisierung wurden 106 cpm/ml

der frisch Hitze-denaturierten Sonden in frischer Hybridisierungslösung über Nacht auf die

präinkubierte Membran gegeben. Im Anschluß wurde einmal mit Waschpuffer I (2 x SSC,

0,1% SDS) bei Raumtemperatur für 30 min gewaschen, zweimal mit dem selben Puffer bei

65°C für 30 min und einmal mit Waschpuffer II (0,2 x SSC, 0,1%SDS) bei 65°C für 30 min,

um die Stringenz zu erhöhen.
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Nach den Waschschritten wurden die Membranen in Folie eingeschweißt und die Hybridisie-

rungssignale durch Autoradiographie bei –80°C unter Verwendung von Verstärkerfolien de-

tektiert.

2.5.17.1 Hybridisierungssonden

Zum Nachweis von PERV LTRs im Genom des Schweines oder in PERV infizierten huma-

nen Zellen wurde eine 209 bp lange Sonde verwendet, die in der U5 Region der LTR hybri-

disiert (nt 489-675, Datenbank-Nummer AJ 133816; Czauderna et al. 2000).

Der Nachweis einer HERV-K-Expression in den transgenen Mäusen erfolgte mit Hilfe der 0,5

kb langen env-Sonde envBX0.5 (nt 7251-7755, Datenbank-Nummer M14123; Tönjes et al.

1997b), welche durch einen BamHI (New England Biolabs) und XhoI (New England Biolabs)

Verdau aus dem Plasmid pcK30 (Löwer et al. 1995) generiert wurde.

2.5.18 Ribonuclease Protection Assay (RPA)

Der RPA stellt eine hochsensitive Methode zur Detektion auch geringer Mengen von mRNA

dar. Grundlage des Assays ist die Hybridisierung einer radioaktiv markierten RNA-Sonde an

den komplementären, zu detektierenden RNA-Abschnitt. Auf diese Weise hybridisierte RNA

ist resistent gegenüber einem Ribonukleaseverdau, durch den die nicht-hybridisierte Sonde

degradiert wird.

Die Generierung der RNA Sonde erfolgte durch Klonierung der Sonde envBX0.5 in pBS

(Stratagene, Tönjes et al. 1997b). Nach Verdau mit XhoI wurde unter der Kontrolle des T7

Promotors ein antisense RNA Transkript generiert, nach Verdau mit BamHI unter Kontrolle

des T3 Promotors ein sense Transkript, das als Negativkontrolle verwendet wurde. Als Posi-

tivkontrolle diente pTRI-Actin der Maus (AMS Biotechnology). Die Transkription und das

gleichzeitige Random Prime Labelling erfolgte unter Verwendung des MAXIscript Systems

(AMS Biotechnology) mit [α-32P] UTP (800 Ci/mmol; Amersham Pharmacia Biotech).

Der RPA wurde mit dem RPA III Kit (AMS Biotechnology) mit 2-8�104 cpm/ml gelabelter

Sonde und der Total-RNA der transgenen Mäuse (siehe 2.5.14) nach Angaben des Herstel-

lers durchgeführt. Nach dem Verdau mit einem RNase A/RNase T1-Mix wurden die Proben

auf einem Polyacrylamidgel aufgetragen und per Autoradiographie visualisiert. Als Größen-

standard wurde eine 33P-Sequenzierreaktion nach Maxam-Giebert (Sambrook et al. 1989)

der Sonde envBX0.5 verwendet.
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2.5.19 Datenbank-Nummern

AF038600 PERV-MSL cDNA (Akiyoshi et al. 1998)

AJ133816 293-PERV-B(33) Molekularklon (Czauderna et al. 2000)

AJ133817 293-PERV-A(42) Molekularklon (Czauderna et al. 2000)

AJ133818 293-PERV-B(43) Molekularklon (Czauderna et al. 2000)

AJ293656 PK15-PERV-A(58) Molekularklon (Krach et al. 2001)

AJ298073 293-PERV-B(43)-746 LTR (Scheef et al. 2001)

AJ298074 293-PERV-B(43)-590 LTR (Scheef et al. 2001)

AJ298075 PERV-C LTR (Scheef et al. 2001)

M14123 HERV-K Provirus (Ono et al. 1986)

M95623 humane PBGD (Yoo et al. 1993)

UO9964 murine GAPDH (Welch et al. 1995)

2.6  Proteinchemische Methoden

2.6.1 Isolierung von Zellkernproteinen

Die Isolierung von Zellkernproteinen erfolgte nach Schreiber et al. (1985). Adhärente Zellen

wurden aus mittelgroßen (80 cm2), konfluent bewachsenen Zellkulturflaschen nach dreimali-

gem Waschen mit kaltem PBS (ohne Mg/Ca) in 10 ml kaltem PBS mit einem Zellschaber

abgelöst und pelletiert (200 x g, 3 min, 4°C). Suspensionszellen wurden dreimal mit PBS

(ohne Mg/Ca) gewaschen und pelletiert (200 x g, 3 min, 4°C).

Pelletierte Zellen wurden in 150 µl Puffer A (10 mM HEPES [pH 7,9], 10 mM KCl, 0,1 mM

EDTA, 0,1 mM EGTA, 1 mM DTT, 0,5 mM PMSF) durch pipettieren resuspendiert und in 350

µl Puffer A überführt, wo sie auf Eis für 15 min inkubierten. Die gequollenen Zellen wurden

mehrfach durch eine 0,45 x 10 mm Kanüle (HSW) gepreßt und dabei aufgeschlossen. Nach

zweimaligem Waschen in 500 µl Puffer A erfolgte nach Pelletierung der Kerne (6.000 x g, 5

min, 4°C) die Aufnahme in 50 µl Puffer C (20 mM HEPES [pH 7,9], 400 mM NaCl, 1 mM ED-

TA, 1 mM EGTA, 1 mM DTT, 1 mM PMSF) mit anschließender Inkubation (15 min, 4°C) auf

einem Tischschüttler. Nach einer abschließenden Pelletierung (16.000 x g, 4°C, 10 min)

wurden die Kernproteine zu 10 µl aliquotiert und bis zur Verwendung bei –80°C gelagert.

2.6.2 Isolierung von Proteinen aus Geweben und Zellen

In flüssigem Stickstoff schockgefrorenes Gewebe (siehe 2.4.4) wurde in kaltem PBS (ohne

Mg/Ca) homogenisiert und pelletiert (1.200 x g, 3 min, 4°C). Nach einmaligem Waschen des

Pellets mit kaltem PBS (ohne Mg/Ca) erfolgte die Zugabe von 1 ml Lysispuffer (20 mM TRIS
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[pH7,4], 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 1% NP40) dem Protease-Inhibitoren zugesetzt waren

(100 mM PMSF, 1 mg/ml Aprotinin, 1 mg/ml Leupeptin, 1 mg/ml Pepstatin A). Während der

Lysierung (1h auf Eis) wurde die DNA geschert. Abschließend wurden die Proben pelletiert

(16.000 x g, 7 min, 4°C) und der Überstand bis zur weiteren Verarbeitung bei –20°C gela-

gert.

Zur Gewinnung von Proteinen aus Zellen wurden diese aus mittelgroßen (80 cm2), konfluent

bewachsenen Zellkulturflaschen nach dreimaligem Waschen mit kaltem PBS (ohne Mg/Ca)

in 10 ml kaltem PBS mit einem Zellschaber abgelöst. Nach Zentrifugation (500 x g, 10 min,

4°C) erfolgte die Lyse wie zuvor beschrieben.

2.6.3 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Der Proteingehalt einer Probe wurde mittels Bio-Rad-Proteinassay (BioRad Laboratories)

bestimmt. Dabei werden 10 µl der Probe mit 490 µl Bradford-Reagenz vermischt. Nach Inku-

bation (20 min) wurde die Absorption bei 595 nm bestimmt und der Proteingehalt bezogen

auf ein externes Protein mittlels Eichkurve ermittelt.

2.6.4 Proteingelelektrophorese

Proteinlösungen wurden mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) aufge-

trennt. Eingesetzt wurden diskontinuierliche Gele, die sich aus einem niederprozentigem

Sammelgel und einem höherprozentigem Trenngel zusammensetzten. Die Sammelgele (5%)

enthielten neben entsprechend verdünnter Acrylamidlösung (30% Acrylamid, 0,8% Bisacry-

lamid; Roth) 25% (v/v) Lösung C (0,5 M TRIS/HCl [pH 6,8], 0,4% SDS). Je nach Größe der

zu trennenden Proteine wurden 10%ige bis 15%ige Trenngele verwendet. Sie enthielten

neben der Acrylamidlösung 25% (v/v) Lösung B (1,5 M TRIS/HCl [pH 8,8], 0,4% SDS). Die

Polymerisation wurde durch Zugabe von 0,1% APS (Gibco) und 0,05% TEMED (Serva) ein-

geleitet.

Die Proben wurden in 1x Probenpuffer (4x Probenpuffer: 0,25 M TRIS/HCl [pH 6,8], 4%

SDS, 10% MercaptoEthanol, 20% Glycerin, 20 mg/l Bromphenolblau) aufgenommen und 5

min bei 90°C denaturiert. Die Auftrennung erfolgte in 1 x Elektrophorese-Laufpuffer (4x Elek-

trophorese-Laufpuffer: 0,1 M TRIS/HCl [pH 8,3], 0,77 M Glycin, 0,4% SDS) über 1,5 h bei 30

mA/Gel in der Gelkammer Mighty small II SE 250 (Hoefer Scientific Instruments).

Zur Anfärbung der Gele wurde Coomassie Brilliant Blue verwendet. Die Gele wurden hierzu

je 1 h in Lösung I (25% Isopropanol, 10% Essigsäure, 30 mg/l Coomassie G 250), Lösung II

(10% Isopropanol, 10% Essigsäure, 30 mg/l Coomassie G 250) und Lösung III (10% Essig-
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säure, 30 mg/l Coomassie G 250) gefärbt. Überschüssiges Färbemittel wurde mit Wasser

ausgewaschen.

2.6.5 Immuno Blotting (Western Blotting)

Die Übertragung von in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteinen (siehe 2.6.4) auf eine Mem-

bran erfolgte im Immuno Blot-Verfahren. Die Gele wurden hierzu auf Filterpapier (What-

mann-3MM) überführt und mit einer in Methanol präinkubierten PVDF-Membran (Immobilon-

P; Millipore) und einer weiteren Lage Filterpapier in eine Kunststoffkassette eingespannt. Der

Blot wurde in Blotting Puffer (25 mM TRIS/HCl [pH 8,3], 192 mM Glycin, 20% MEthanol) bei

300 mA über 3 h oder 70 mA über Nacht unter Kühlung in der Blotting Apparatur KMO2

electronic (Janke & Kunkel) durchgeführt.

Unspezifische Bindungsstellen wurden nach dem Blotten durch Inkubation der Membranen

in 1% Tween 20 (in PBS ohne Mg/Ca) für 30 min und anschließender Inkubation in Blocking

Puffer (10% FKS, 1% BSA, 0,1%Triton X-100 in PBS ohne Mg/Ca) für 1 h abgesättigt. Im

Anschluß wurden die Blots mit dem Primärantikörper α-HERV-K Gag (α-Gag) (Boller et al.

1997) (1:1.000 in Blocking Puffer) für 1 h bei Raumtemperatur oder bei 4°C über Nacht inku-

biert. Nach drei 5-minütigen Waschschritten mit 0,1% Triton X-100 (in PBS ohne Mg/Ca)

erfolgte die Inkubation mit Meerrettich-Peroxidase (horseradish peroxidase, HRP) gekop-

peltem G-Protein (BioRad) (1:10.000 in 0,1% Triton X-100 [in PBS ohne Mg/Ca]). Nach drei

weiteren Waschschritten erfolgte der Nachweis der Proteine mit dem ECL-System (siehe

2.6.6).

2.6.6 Enhanced chemiluminescence (ECL)-Verfahren

Die ECL-Reaktion wurde mit dem ECL Detection Reagent Kit (Amersham Pharmacia Bio-

tech) nach Angaben des Herstellers durchgeführt. Die an den Sekundärantikörper gekop-

pelte Meerrettich-Peroxidase setzt bei der Spaltung des Substrates (ECL Solution 1 und 2 im

Verhältnis 1:1) Energie in Form von Chemilumineszenz frei, deren Detektion mit Hyperfilm

ECL (Amersham Pharmacia Biotech) erfolgte.

2.6.7 Schnitte von Geweben und Zellen

Formalin-fixierte Gewebe (siehe 2.4.4) wurden in Paraffin eingebettet, GH-Zellen (freundli-

cherweise von K. Boller, Langen, zur Verfügung gestellt) in 3% Agarose. Anschließend er-

folgte die Herstellung von Ultradünnschnitten von 3 µm Stärke (freundlicherweise von I.

Schildger, Paul-Ehrlich-Institut, Langen, durchgeführt).
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2.6.8 Indirekte Immunfluoreszenzanalysen

Zellen aus der seriellen Passagierung (siehe 2.3.5) wurden auf Objekträgern kultiviert und,

sobald sie konfluent gewachsen waren, für 15-45 min mit 2% (w/v) Formaldehyd (in PBS

ohne Mg/Ca) fixiert und dreimal mit PBS (ohne Mg/Ca) gewaschen, ehe eine Permeabilisie-

rung der Zellen mit 0,5% Triton X-100 (in PBS ohne Mg/Ca) erfolgte. Ebenso wie auf Objek-

trägern fixierte Paraffinschnitte (siehe 2.6.7) wurden die Zellen dreimal mit PBS (ohne

Mg/Ca) gewaschen, ehe unspezifische Bindungsstellen mit 1% BSA (in PBS ohne Mg/Ca)

abgesättigt wurden. Die Zugabe von Antiserum oder Präimmunserum erfolgte in einer 1:500

Verdünnung (in PBS Dulbecco), die Inkubationszeit betrug 1 h. Für den Nachweis der PERV-

Expression in infizierten Zellen wurde der PERV Gag p10 Antikörper (Krach et al. 2000) ver-

wendet, der Nachweis der HERV-K Expression in den transgenen Mäusen erfolgte mit den

Antikörpern α-Gag und α-HERV-K Corf (α-Corf) (Löwer et al. 1995).

Nach drei Waschschritten mit PBS Dulbecco wurden die Proben mit 1:1000 in PBS Dulbecco

verdünntem Indokarbocyanin-gekoppelten (Cy3; Dianova) Sekundärantikörper für 1 h im

dunkeln inkubiert. Abschließend erfolgte die Eindeckung der Zellen mit Mowiol (20 g Mowiol

4.88 [Hoechst] in 80 ml PBS, 40 ml Glycerin).

Die indirekten Immunfluoreszenzanalysen wurden in einem Fluoreszenzmikroskop (Axi-

ophot; Zeiss) oder in einem Laserscan Mikroskop (Axiovert 10; Zeiss, Laser MRC 600; Bio-

Rad) betrachtet und digitalisiert aufgenommen.

2.6.9 Histologische Färbung

Eine klassische Hämalaun/Eosin-Färbung wurde angewandt, um durch Kontrastierung des

Zytoplasmas gegen die Zellkerne eine strukturelle Kontrolle der geschnittenen Zellen und

Gewebe zu erlauben. Die Färbung wurde freundlicherweise von I. Schildger, Paul-Ehrlich-

Institut, Langen, durchgeführt.

2.6.10 Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA)

Der EMSA stellt eine Möglichkeit dar, die Bindung von Proteinen an DNA zu belegen. Zu

diesem Zweck werden kurze Oligonukleotide radioaktiv markiert und mit dem zu untersu-

chenden Proteinmix inkubiert. Nach Proteinbindung zeichnet sich das Oligonukleotid durch

einen stark verzögerten Lauf in einem Acrylamidgel aus, es kommt zur Ausbildung spezifi-

scher Bandenmuster (Dent et al. 1999).
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2.6.10.1 Verwendete Oligonukleotide

Zum Nachweis der Transkriptionsfaktor Bindung an Elemente der PERV LTR wurde das Oli-

gonukleotid NF-Y+ (5'-AAATGATTGGTCCAC-3', nt 319-334, nt-Position bezieht sich auf die

Datenbank-Nummer AJ 133816) verwendet, das eine putative Bindungsstelle für das Protein

Nucleus Factor (Y) (NF-Y, auch CBF [CCAAT-Binding Factor]; Maity & de Crombrugghe

1998) enthält (Kern-Bindungsstelle fett, Matrix-Bindungsstelle unterstrichen). Als Kontrolle

wurde das CBF-Konsensus Oligonukleotid (5'-AGACCGTACGTGATTGGTTAATCTCTT-3';

Santa Cruz Biotechnology) verwendet, Versuche zur nicht-kompetetiven Hemmung wurden

mit dem AP1-Konsensus Oligonukleotid (5'-CGCTTGATGAGTCAGCCGGAA-3'; Promega),

das die Bindungsstelle für den Transkriptionsfaktor AP1 beinhaltet, durchgeführt.

2.6.10.2 Protein-DNA-Bindung

Der EMSA wurde unter Verwendung von 5%igen Acrylamidgelen durchgeführt. Diese ent-

hielten 7 ml Acrylamidlösung (37,5% Acrylamid, 1% Bisacrylamid; Roth) und 5 ml TBE in 28

ml H2O. Die Polymerisation wurde durch Zugabe von 200 µl APS und 20 µl TEMED einge-

leitet.

Zur Durchführung des EMSA wurden 5 µg Zellkernproteine (siehe 2.6.1) mit 2 µg poly(dI-dC)

(Roche Diagnostics) als unspezifischem Kompetitor und 1 µg BSA in 4 µl EMSA-Puffer 5 x

(50 mM TRIS [pH 7,5], 150 mM KCl, 20% Ficoll, 5 mM EDTA, 2,5 mM DTT) mit H2O auf Eis

für 40 min inkubiert. 50.000 cpm 32P-Random Prime gelabeltes Oligonukleotid (siehe

2.5.14.1) wurden in ein Endvolumen von 20 µl zugegeben und für weitere 20 min auf Eis

inkubiert. Nach Zugabe von 2 µl Gelpuffer (250 mM TRIS [pH 7,5], 0,2% Bromphenolblau,

40% Glycerol) in die Negativkontrolle wurden die Proben auf ein Acrylamidgel geladen. Die

Auftrennung der Proben erfolgte mittels Elektrophorese in einer vertikalen Gelkammer Mo-

dell V15•17 (Invitrogen) bei 100 V für 3-4 h in 0,5 x TBE Puffer. Nach der Elektrophorese

wurden die Gele unter Vakuum getrocknet und die radioaktiven Signale durch Autoradiogra-

phie bei –80°C unter Verwendung von Verstärkerfolien detektiert.

2.6.10.3 Supershift Assay

Mittels Supershift Assay kann die Bindung bestimmter Proteine an DNA durch die Verwen-

dung spezifischer Antikörper nachgewiesen werden. Zum Nachweis von NF-Y dienten Anti-

körper, die gegen jeweils eine der drei Untereinheiten des Transkriptionsfaktors (A, B und C;

Maity & de Crombrugghe 1998) gerichtet waren (CBF-AC, CBF-BC und CBF-CC, jeweils ge-

gen das C-terminale Ende gerichtet, und CBF-CN, gegen das N-terminale Ende gerichtet;
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alle Santa Cruz Biotechnology). Als Negativkontrolle kam ein anti-NF-ΚB Antikörper (NF-ΚB

p65; Santa Cruz Biotechnology) zum Einsatz.

Für den Supershift Assay wurden 6 µg des jeweiligen Antikörpers wie unter 2.6.10.2 be-

schrieben mit den Zellkernproteinen, poly(dI-dC) und BSA in 5 x EMSA-Puffer auf Eis präin-

kubiert, ehe das markierte Oligonukleotid zugegeben wurde. Die Auftrennung der Proben

und die Analyse des Bandenmusters erfolgte ebenfalls wie unter 2.6.10.2 beschrieben.

2.6.11 Dual-Luciferase Reporter Assay

Reportergen Assays werden verwendet, um Aspekte der eukaryotischen Genexpression zu

untersuchen. Durch die Verwendung zweier unterschiedlicher Reporterenzyme innerhalb

eines Systems (duale Reporter) kann die Genauigkeit des Experimentes verbessert werden.

Vorteil dieser Verfahren ist der Einsatz eines internen Kontrollreporters, auf den die Aktivität

des zu untersuchenden Reporters bezogen wird. Zur Untersuchung der transkriptionellen

Regulation von PERV wurde daher das Dual-Luciferase Reporter Assay System (Promega)

eingesetzt. Bei diesem System wird zunächst die Aktivität der Glühwürmchen (Photinus py-

ralis) Luciferase bestimmt, dann die der Luciferase der Weichkoralle Renilla reniformis, wel-

che als interner Standard verwendet wird. Im ersten Detektionsschritt wird nach Zugabe des

Luciferase Assay Reagent II (LAR II; Promega) Beetle Luciferin unter Lichtemission zu Oxy-

luciferin reduziert. Diese Reaktion wird durch Zugabe von Stop & Glo (Promega) gestoppt,

das darin enthaltene Coelenterazin wird durch die Renilla-Luciferase unter Biolumineszenz

einer anderen Wellenlänge zu Coelenteramid reduziert.

2.6.11.1 Luciferase-Reportergenvektoren

Die für das Dual-Luciferase Reporter Assay verwendeten Luciferase-Reportergenvektoren

(alle Promega) sind in Abbildung 2-2 zusammengefaßt.

Die Klonierung der zu untersuchenden Promotoren von PERV, RSV und CMV, welche mit

entsprechenden Primern per PCR isoliert wurden (siehe 2.5.3.1), in pGL3-Basic erfolgte

nach KpnI und BglII Verdau des Vektors in die entsprechenden Restriktionsorte der multiplen

Klonierungsstelle. Versuche zu den Enhancer-Eigenschaften der PERV LTR Repeatbox

wurden mit pGL3-Basic, der bereits die 293-PERV-B(43)-Zero LTR beinhaltete, und pGL3-

Control durchgeführt. Nachdem die Repeatbox mit den entsprechenden Primern per PCR

isoliert wurde, erfolgte die Klonierung stromaufwärts des SV40 Promotors bzw. der 293-

PERV-B(43)-Zero LTR über die KpnI Schnittstelle, stromabwärts des Luciferase Gens über

die BamHI und SalI Schnittstellen, stromabwärts der Zero-LTR über die BglII Schnittstelle.
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Abbildung 2-2: Luciferase-Reportergenvektoren des Dual-Luciferase Reporter Assays.
Der Vektor pGL3-Basic besitzt keinen Promotor und wurde zur Untersuchung der Aktivität
von Promotoren verwendet, während pGL3-Control (SV40 Promotor) als Positivkontrolle
oder bei Enhancer-Versuchen genutzt wurde. Beide Vektoren kodieren für das Luciferase-
Gen des Glühwürmchens (luc+). Die Vektoren der pRL-Serie kodieren für die Renilla-
Luciferase (Rluc)und wurden als interner Standard kotransfiziert (siehe 2.3.3). Während pRL-
null keinen Promotor besitzt und nur eine basale Transkription des Reportergens bewirkt,
sind die beiden anderen Vektoren mit starken viralen Promotoren ausgerüstet (SV40, CMV).

2.6.11.2 Proteinextraktion

Nach Kotransfektion der entsprechenden Zellen mit einem pGL3- und einem pRL-Vektor

erfolgte eine Kultivierung von 48 h. Adhärente Zellen wurden mit PBS (ohne Mg/Ca) gewa-

schen und durch Zugabe von 300 µl Passive Lysis Buffer (PLB; Promega) 10 min bei

Raumtemperatur lysiert. Bei Suspensionszellen erfolgte die Zugabe von 100 µl PLB, nach-

dem die Zellen in Eppendorf Reaktionsgefäße überführt und mit PBS (ohne Mg/Ca) gewa-

schen waren. Die Zellysate wurden abschließend pelletiert (13.000 x g, 1 min), und die

Überstände bei –20°C bis zur weiteren Verarbeitung aufbewahrt.

2.6.11.3 Biolumineszenzmessung

Die Durchführung des Luciferase Assays erfolgte in einem MicroLumat Plus LB 96 V (EG&G

Berthold). Für jede Messung wurden je 20 µl des Zellysates in eine spezielle, weiße 96-Loch

Mikrotiterplatte (Nunc) gegeben. Nach Injektion von 50 µl LAR II erfolgte nach einer Vorlauf-
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zeit von 2 sec die Detektion der Biolumineszenz über einen Zeitraum von 10 sec nach dem

Integrate-Meßmodus. Die anschließende Messung der Lumineszenz nach Zugabe von Stop

& Glo wurde unter den gleichen Bedingungen durchgeführt. Die Angabe der Lichtintensität

erfolgte in relativen Lichteinheiten (RLU, relative light units). Für Meßwerte, die außerhalb

des linearen Meßbereiches liegen, gibt das Luminometer keine Daten an.

2.7 Statistische Auswertung
Die Messungen der Real-Time PCR erfolgte jeweils in Einzelansätzen, so daß keine statisti-

sche Auswertung der Ergebnisse durchgeführt wurde. Das Resultat der Quantifizierung wur-

den dennoch durch mindestens eine wiederholte Messung bestätigt.

Der Dual-Luciferase Reporter Assay wurde für jedes Konstrukt und für jede Zellinie in min-

destens drei getrennten Ansätzen in Triplikaten durchgeführt. Um die Aktivität des experi-

mentellen Vektors auf die der internen Kontrollen (pRL-Vektoren) zu beziehen, wurden deren

Meßwerte gleich eins gesetzt und der Quotient aus RLUexperimenteller Vektor/RLUinterner Standard ge-

bildet. Für jedes Triplikat erfolgte die Berechnung des Mittelwertes und der Standardabwei-

chung. Um die Beeinflussung des SV40 Promotors und der 293-PERV-B(43)-Zero LTR

durch eine inserierte PERV LTR Repeatbox zu beurteilen, wurden die Mittelwerte beider

Promotoren gleich eins gesetzt und der relative Anstieg oder die relative Abnahme der Luci-

ferase Aktivität berechnet. Formelle statistische Tests wurden aufgrund der geringen Pro-

benzahl nicht durchgeführt.
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3 Ergebnisse

3.1 Transkriptionelle Regulation der PERV Long Terminal Re-
peats (LTR)

3.1.1 Verteilung von PERV LTRs im porzinen Genom

Eine 209 bp lange Sonde, welche in der U5 Region der PERV LTR hybridisiert (Czauderna

et al. 2000) wurde verwendet, um die Verteilung von LTRs im porzinen Genom sowie in infi-

zierten humanen Zellen mittels Southern Blot Analyse zu untersuchen.

PERV LTRs sind im gesamten Genom

des Schweines verteilt und zeigen für

PBMCs des Minischweines eine ähnliche

Verteilung wie für die der Deutschen

Landrasse oder in der genomischen DNA

der Zellinie PK15 (Abbildung 3-1, Spuren

1 bis 3). In humanen Nierenzellen (293),

die mit der porzinen Zellinie PK15 Ko-

kultiviert wurden (293/PERV-PK) erfolgte

nach PERV-Infektion offenbar die Inte-

gration an einem einzigen, distinkten Ge-

nort (Abbildung 3-1, Spur 4). Die Intensi-

tät der entsprechenden Bande im Bereich

von 1,9 kb war für die DNA der porzinen

Zellen und der infizierten humanen Zelle

identisch. In der DNA von 293 Zellen

konnte dagegen kein Hybridisierungssi-

gnal detektiert werden (Abbildung 3-1,

Spur 5). Für 293/PERV-PK wurde die

Existenz von mindestens fünf integrierten Proviren beschrieben (Czauderna et al. 2000), so

daß bei einem Vergleich der Bandenintensitäten für die porzine DNA das Vorhandensein von

ungefähr 700 LTRs angenommen werden kann.

3.1.2 Struktur und Aufbau der PERV LTR

Der Aufbau und die grundsätzliche Organisation der PERV LTRs ist identisch zu der anderer

C-Typ Retroviren mit einer U3-, R-und U5-Region (Abbildung 3-2). Innerhalb der untersuch-

Abbildung 3-1: Verteilung von PERV LTRs
im porzinen Genom und in infizierten hu-
manen Zellen. Southern Blot Analyse von
HincII restringierter genomischer DNA mit einer
LTR U5-Sonde. Spur 1, Minischwein PBMC;
Spur 2, Landrasse PBMC; Spur 3, PK15; Spur
4, 293/PERV-PK; Spur 5, 293; M, Marker
(HindIII restringierter λ).
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ten LTRs sind die Homologien zwischen den R- und U5-Regionen am stärksten ausgeprägt.

Diese sind identisch für die Klone 293-PERV-B(33) und 293-PERV-B(43) (Czauderna et al.

2000) sowie die LTRs 293-PERV-B(43)-746 und 293-PERV-B(43)-590. Im Gegensatz dazu

unterscheidet sich die LTR des Klones 293-PERV-A(42) lediglich in einem SNP in U5, wäh-

rend die von PK15-PERV-A(58) (Krach et al. 2001) sich in 2 nt in R und 9 nt in U5 unter-

scheidet, die PERV-C LTR dagegen in einem SNP in R, und 18 nt in U5. Die R- und U5-

Regionen von 293-PERV-B(33) weisen eine Homologie von 76% bzw. 55% gegenüber den

entsprechenden Regionen eines typischen, anhand von Sequenzabgleichen konstruierten C-

Typ Retrovirus der Säuger (Chen et al. 1984) auf.

Abbildung 3-2: Aufbau und Organisation der PERV LTRs. (A) LTRs, die nativ eine Re-
peatbox beinhalten; (B) LTRs, deren Repeatbox artifiziell deletiert wurde; (C) LTRs, die nativ
keine Repeatbox tragen. Die Box ist aus 39-bp Repeats in unterschiedlicher Anzahl aufge-
baut, welche sich aus einem 18-bp Subrepeat (gelbe Box) und einem 21-bp Subrepeat (rote
Box) zusammensetzen. Stromabwärts der Repeatbox ist ein solitäres 18-bp Subrepeat loka-
lisiert. Die TATA-Box (blaues Dreieck), die Cap Site (grünes Dreieck) und CCAAT-Elemente,
die auf dem Gegenstrang lokalisiert sind (hellblaue Dreiecke) sind dargestellt. Die nt-
Positionen geben die Lokalisation der jeweiligen Elemente innerhalb der LTRs an. U3, U3-
Region (weiße Box); R, R-Region (dunkelgraue Box); U5, U5-Region (hellgraue Box); TATA,
TATA-Box; Cap; Cap-Site.
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Im Gegensatz dazu zeigen in U3 nur das äußerste 5'-Ende (nt 1-6) sowie das äußerste 3'-

Ende (nt 538-544) Homologien zu hochkonservierten LTR Sequenzen der Säuger C-Typ

Retroviren (Chen et al. 1984, Golemis et al. 1990). Eine TATA-Box ist vorhanden (nt 517-

522), die auch bei allen anderen PERV LTRs nachzuweisen war.

Die U3-Regionen von PK15-PERV-A(58) und PERV-C unterscheiden sich komplett von de-

nen der anderen LTRs. Diese sind mit Ausnahme der Anzahl eines 39-bp langen Repeats

identisch (Abbildung 3-2A), welches aus einem 18-bp Subrepeat und einem 21-bp Subrepeat

aufgebaut ist. Die 293-PERV-B(43)-746 LTR (Gesamtlänge 746 bp) trägt das Repeat fünf-

fach, die LTRs von 293-PERV-B(33) (Gesamtlänge 707 bp) vierfach, von 293-PERV-A(42)

(Gesamtlänge 668 bp) dreifach und von 293-PERV-B(43) (Gesamtlänge 629 bp) zweifach,

während die LTR 293-PERV-B(43)-590 (Gesamtlänge 590 bp) lediglich eine Kopie des Re-

peats beinhaltet. Ein solitäres 18-bp Subrepeat ist bei all diesen LTRs stromabwärts der 39-

bp Repeatbox lokalisiert. Eine CCAAT-Box ist innerhalb jedes 18-bp Subrepeats auf dem

Gegenstrang lokalisiert (nt 13-17 des Subrepeats).

Die LTR von PK15-PERV-A(58) (Gesamtlänge 702 bp) beinhaltet eine Homologie zum 18-bp

Subrepeat (nt 462-480), die an zwei nt-Positionen verändert ist sowie eine Homologie zum

21-bp Repeat (nt 417-437), die zwei nt-Austausche aufweist (Abbildung 3-2C). Beide Ele-

mente sind nicht miteinander verbunden. Das gleiche Bild ergibt sich für die U3-Region der

PERV-C LTR, mit einem 18-bp Subrepeat-Homologon (nt 98-118) und einer Sequenz, die

dem 21-bp Subrepeat ähnelt (nt 383-403) (Abbildung 3-2C).

Der Vergleich der kompletten LTRs von 293-PERV-B(33) zu der von PK15-PERV-A(58) und

PERV-C zeigt eine Sequenzübereinstimmung von 68% bzw. 61%. Die provirale PERV-C

LTR wurde aus genomischer DNA des Minischweines isoliert und zeigt hohe Sequenzho-

mologien (97%) zu der von PERV-MSL (Akiyoshi et al. 1998) für den Bereich des 3'-Endes

der U3-Region inklusive des Poly(A) Signals, sowie der R- und der U5-Region, während der

5'-Anteil der U3 Region deutliche Unterschiede aufweist.

Um die Bedeutung der Repeatbox für die transkriptionelle Regulation zu untersuchen, wur-

den mittels Fusions-PCR ausgehend von der 293-PERV-B(43) LTR artifiziell deletierte LTRs

hergestellt (Abbildung 3-2B). Die LTR 293-PERV-B(43)-∆ beinhaltet nur ein solitäres 18-bp

Subrepeat, bei der LTR 293-PERV-B(43)-Zero wurde die komplette Repeatbox deletiert.

3.1.3 Veränderung der LTR Struktur bei der seriellen Passagierung von
PERV-B Molekularklonen in humanen Zellen

Für die serielle Passagierung wurden die PERV-Molekularklone 293-PERV-B(33)/ATG und

293-PERV-B(43) (Czauderna et al. 2000) initial in die humane Nierenzellinie 293 transfiziert,

die daraufhin gebildeten Viren wurden in 293 Zellen seriell passagiert. Der Nachweis der
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retroviralen Replikation erfolgte durch die Bestimmung der RT-Aktivität, die Expression vira-

ler Proteine wurde mittels indirekter Immunfluoreszenz nachgewiesen (Daten nicht gezeigt).

Der Zeitverlauf der RT-Aktivität war in jedem der 12 vierwöchigen Passagierungszyklen an-

nähernd identisch mit einem starken Anstieg der Aktivität innerhalb der ersten beiden Wo-

chen und der Entwicklung eines Plateau in Woche 4. Betrachtet man die RT-Aktivität über

den gesamten Versuchszeitraum, zeigte sich für den Molekularklon 293-PERV-B(33)/ATG

ein Maximum innerhalb der ersten zwei Passagen, während die Aktivität von 293-PERV-

B(43) nahezu unverändert hoch blieb.

Nach Beendigung eines jeden Passagierungszyklus wurden die proviralen LTRs mittels PCR

isoliert und amplifiziert. Nach der Gelelektrophorese zeigte sich dabei für beide Klone nicht

eine distinkte Bande sondern ein Bandenmuster, das bereits nach der ersten Passagierung

zu detektieren war (Abbildung 3-3). Wie Sequenzanalysen ergaben, bestanden diese Ban-

den aus LTRs unterschiedlicher Länge, die sich lediglich in der Anzahl des 39-bp Repeats

unterschieden. Die LTR des molekular klonierten Virus 293-PERV-B(33)/ATG enthält vier

Kopien des Repeats plus einem solitären 18-bp Subrepeat (Abbildung 3-2; 3-3A und B, Spur

7) und ist 707 bp lang. Die multiplen Banden nach der ersten Passagierung (Abbildung 3-3A,

Spur 1) entsprachen dabei der ursprünglichen LTR, der LTR des Molekularklons 293-PERV-

A(42), die drei Kopien des 39-bp Repeats sowie ein solitäres 18-bp Subrepeat enthält (Ge-

samtlänge 668 bp) (Abbildung 3-2; 3-3A und B, Spur 8) sowie der LTR des Molekularklons

293-PERV-B(43), die zwei Kopien des 39-bp Repeats sowie ein einzelnes 18-bp Subrepeat

beinhaltet (Gesamtlänge 629 bp) (Abbildung 3-2; 3-3A und B, Spur 9). Zusätzlich wurde eine

bis dato unbekannte LTR von 590 bp Länge nachgewiesen, die lediglich ein einzelnes 39-bp

Repeat plus einem 18-bp Subrepeat trägt [diese LTR, die auch bei der Passagierung von

293-PERV-B(43) nachgewiesen werden konnte, wurde als 293-PERV-B(43)-590 LTR be-

zeichnet; Abbildung 3-2]. Während des zweiten Passagierungszyklus traten kürzere LTRs

mit einem dreifach 39-bp Repeat in größerer Anzahl auf als andere LTRs (Abbildung 3-3A,

Spur 2). Diese Verteilung war bis zu der 9. Passagierung identisch, während sich die Men-

genverhältnisse nach der 10. Passagierung erneut veränderten (Abbildung 3-3A, Spur 5).

Von diesem Zeitpunkt an bis zum Ende der Untersuchung entsprachen die meisten LTRs

denen der Klone 293-PERV-A(42) und 293-PERV-B(43) mit dreifach bzw. zweifach 39-bp

Repeat. Alle anderen LTR konnten in geringen Mengen weiterhin nachgewiesen werden.

Für den Klon 293-PERV-B(43) konnte während der seriellen Passagierung ein ähnliches

Verteilungsmuster verschiedener LTRs nachgewiesen werden (Abbildung 3-3B, Spuren 1-5).

Von diesem Klon ausgehende Proviren beinhalteten eine weitere, bis dato unbekannte LTR,

in der das 39-bp Repeat in fünf Kopien vorhanden war. Zusammen mit einem zusätzlichen

solitären 18-bp Subrepeat ergab sich für diese LTR eine Gesamtlänge von 746 bp [als 293-

PERV-B(43)-746 LTR bezeichnet; Abbildung 3-2]. Daneben konnte auch in dieser Passagie-
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rung die 293-PERV-B(43)-590 LTR nachgewiesen werden, ebenso die LTRs von 293-PERV-

B(33)/ATG und 293-PERV-A(42). Mit Ausnahme der 293-PERV-B(43)-746 LTR zeigten alle

anderen LTRs einen nahezu gleichmäßige Mengenverteilung.

Bei einer PCR unter Verwendung genomischer DNA der porzinen Zellinie PK15 konnten

ebenfalls Repeat-tragende LTRs detektiert werden, die zu den bereits beschriebenen iden-

tisch waren. Lediglich der Nachweis einer LTR mit fünffach bzw. dreifach 39-bp Repeat

mißlang (Daten nicht gezeigt).

Abbildung 3-3: PCR der PERV LTRs nach serieller Passagierung. Die LTRs entstanden
nach der seriellen Passagierung der Molekularklone 293-PERV-B(33)/ATG (A) und 293-
PERV-B(43) (B) (Czauderna et al. 2000). Die multiplen LTR Banden sind durch Pfeile ge-
kennzeichnet. Spur 1, Viruspassage 1 (4 Wochen pi); Spur 2, Viruspassage 2 (8 Wochen pi;
Spur 3, Viruspassage 3 (12 Wochen pi); Spur 4, Viruspassage 4 (16 Wochen pi); Spur 5,
Viruspassage 10 (40 Wochen pi); Spur 6, Negativkontrolle (H2O); die Spuren 7-9 zeigen die
LTR PCR der Molekularklone 293-PERV-B(33)/ATG (Spur 7), 293-PERV-A(42) (Spur 8) und
293-PERV-B(43) (Spur 9).

3.1.4 Provirusbelastung und Virusbildung in porzinen und infizierten
humanen Zellen

Durch Amplifikation eines pro/pol-Fragmentes aus der genomischen DNA der porzinen Zelli-

nie PK15 sowie der humanen Zellinie 293, die produktiv mit PERV aus PK15-Zellen

(293/PERV-PK; Patience et al. 1997) oder dem Molekularklon 293-PERV-B(33)/ATG

[293/PERV-B(33); Czauderna et al. 2000] infiziert worden war erfolgte die Quantifizierung

der proviralen Kopien per Real-Time PCR. Als Negativkontrolle diente die genomische DNA

unbehandelter 293 Zellen. Durch die Amplifikation des als Einzelkopie vorliegenden Haus-

haltsgens PBGD konnte die Anzahl der Zellen, aus denen die genomische DNA isoliert wur-

de, bestimmt werden. Die Anzahl der von den Zellen in den Kulturüberstand freigesetzten

A 1 2 3 4 5 6 7 8 9

B 1 2 3 4 5 6 7 8 9

4 x
3 x
2 x
1 x

39-bp Repeats

4 x
3 x
2 x
1 x

5 x

39-bp Repeats
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Virionen wurde mittels einer Real-Time One-Step RT-PCR durch Amplifikation eines zweiten

pro/pol-Fragmentes quantifiziert. Die Ergebnisse der quantitativen PCR sind in Tabelle 3-1

wiedergegeben.

Tabelle 3-1: Ergebnisse der quantitativen PCR. Die Anzahl integrierter Proviren sowie die
Zellzahl wurden mittels Real-Time PCR bestimmt, die Anzahl freigesetzter Viruspartikel per
Real-Time One-Step RT-PCR.

293 (human) 293/PERV-PK 293/PERV-B(33) PK15 (porzin)

PERV provirale DNAa kPf 1.16�106 6.95�105 3.50�106

Zellzahlb 1.55�107 5.76�107 7.23�107 ~1,34�105g

PERV DNA Kopienc 0.00 2.01�104 9.61�103 ~26�106g

PERV Virion RNAd kP 2.46�104 4.18�104 1.30�104

PERV Virionen pro
infizierter Zellee 0.00 1.59 oder 3,18h 4.51 ~7.28

a PERV Kopien/µl genomischer DNA
b PBGD Kopien/µl genomischer DNA geteilt durch 2
c pro 106 Zellen
d PERV RNA Kopien/µl Zellkulturüberstand
e Anzahl der Virionen im Gesamtvolumen des Kulturüberstandes geteilt durch die Gesamt-
  zahl infizierter Zellen (Superinfektion wird ausgeschlossen)
f kein spezifisches PCR-Produkt (Analyse Schmelzkurve)
g Berechnung basiert auf der Kopienzahl pol-tragender PERV im porzinen Genom (siehe
  Diskussion)
h Infektion mit einem Klon (PERV-A oder PERV-B) oder simultane Infektion

3.1.4.1 Provirusbelastung

Um die Spezifität der quantitativen PCR zur Bestimmung der PERV Kopienzahl zu ermitteln,

wurden die logarithmischen Werte der Fluoreszenzen jeder Probe und Verdünnung der

Standardreihe gegen die Zyklenzahl aufgetragen (Abbildung 3-4A). Dabei zeigte sich für die

zehnfache serielle Verdünnung des externen homologen Standards eine gleichmäßige Ver-

teilung der Wendepunkte, der direkte Zusammenhang zwischen der Zyklenzahl und der lo-

garithmischen Konzentration der Proben und Standards konnte gezeigt werden. Für die Ne-

gativkontrolle (H2O) war keine Zunahme der Fluoreszenz zu detektieren. Für die Proben von

293/PERV-PK, 293/PERV-B(33) und PK15 lagen die Umkehrpunkte zwischen den Zyklen 14

und 18 und damit im Bereich des Standards. Für 293-Zellen konnte eine zunehmende Fluo-

reszenz erst ab Zyklus 32 festgestellt werden. Die Schmelzkurvenanalyse (Abbildung 3-4B)

ergab für die Zellinien 293/PERV-PK, 293/PERV-B(33) und PK15 sowie den Standard nur

ein einziges Produkt, so daß die Amplifikation fehlerhafter Produkte oder die Bildung von

dimerisiertem Primer ausgeschlossen werden konnte. Im Gegensatz dazu war die Fluores-
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zenzzunahme für 293 Zellen nach dem 32. Amplifikationsschritt auf die Bildung von dimeri-

siertem Primer aus Mangel an adäquatem PERV-Template zurückzuführen, da diese von

den spezifischen Produkten anhand der signifikant geringeren Schmelztemperatur unter-

schieden werden konnten. Die Amplifikation des externen Standards offenbarte eine lineare

Regression für die seriellen Verdünnungen von 103 bis 107 Kopien/µl (Abbildung 3-4C) mit

einem Fehler von 0,056. Die Effizienz wurde durch die Steigung der Standardkurve überprüft

und auf 1,80 berechnet (Gleichung 2-2, siehe 2.5.3.3), was einen guten Wert darstellt.

Abbildung 3-4: Quantitative PCR zur Bestimmung der PERV Provirus Kopienzahl. (A)
Fluoreszenzanalyse, (B) Schmelzkurvenanalyse, (C) Lineare Regression durch die Wende-
punkte der Standardreihe. Die serielle Verdünnung des externen homologen Standards ist
von 103 bis 107 Kopien/µl dargestellt. Die genomische DNA wurde aus der porzinen Zellinie
PK15, der humanen Nierenzellinie 293, der Zellinie 293/PERV-PK (293-Zellen infiziert mit
PERV aus PK15) und der Zellinie 293/PERV-B(33) [293-Zellen infiziert mit Molekularklon
293/PERV-B(33)/ATG] isoliert.

Die Spezifität der Amplifikation des als Einzelkopie vorliegenden Haushaltsgens PBGD wur-

de durch Auftragen der logarithmischen Werte der Fluoreszenzen jeder Probe und Verdün-

nung der Standardreihe gegen die Zyklenzahl überprüft (Abbildung 3-5A). Der direkte Zu-

sammenhang zwischen der Zyklenzahl und der logarithmischen Konzentration der Proben

und Standards konnte dabei gezeigt werden. Für die Negativkontrolle (H2O) konnte keine

Zunahme der Fluoreszenz festgestellt werden. Für die Proben der Zellinien 293, 293/PERV-

PK und 293/PERV-B(33) lagen die Umkehrpunkte zwischen den Zyklen 21 und 24 und damit
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im Bereich des Standards. Ein Anstieg der Fluoreszenz war für PK15 Zellen erst ab Zyklus

38 zu verzeichnen. Die Schmelzkurvenanalyse (Abbildung 3-5B) zeigte für die Zellinien 293,

293/PERV-PK und 293/PERV-B(33) sowie die Standards ein einziges Produkt, die Amplifi-

kation fehlerhafter Produkte oder die Bildung von dimerisiertem Primer trat nicht auf. Aus

Mangel an geeignetem PBGD-Template kam es in den Proben von PK15 nach dem Zyklus

38 zur Ausbildung von dimerisiertem Primer, die von den spezifischen Produkten anhand der

signifikant geringeren Schmelztemperatur zu unterscheiden waren. Die Amplifikation des

externen Standards offenbarte eine lineare Regression für die seriellen Verdünnungen von

105 bis 109 Kopien/µl (Abbildung 3-5C) mit einem Fehler von 0,052. Die Effizienz der PCR

wurde durch die Steigung der Standardkurve überprüft und auf 1,94 berechnet (Gleichung 2-

2, siehe 2.5.3.3), was einen guten Wert darstellt.

Die annähernd gleiche Effizienz sowohl der PERV PCR als auch der PBGD PCR erlaubt es,

die Ergebnisse in direkte Relation zueinander zu setzen.

Abbildung 3-5: Quantitative PCR zur Bestimmung der Zellzahl durch Amplifikation des
in Einzelkopie vorliegenden Haushaltsgens PBGD. (A) Fluoreszenzanalyse, (B)
Schmelzkurvenanalyse, (C) Lineare Regression durch die Wendepunkte der Standardreihe.
Die serielle Verdünnung des externen homologen Standards ist von 105 bis 109 Kopien/µl
dargestellt. Die genomische DNA wurde aus der porzinen Zellinie PK15, der humanen Nie-
renzellinie 293, der Zellinie 293/PERV-PK (293-Zellen infiziert mit PERV aus PK15) und der
Zellinie 293/PERV-B(33) [293-Zellen infiziert mit Molekularklon 293/PERV-B(33)/ATG] iso-
liert.
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3.1.4.2 Quantifizierung der Virusfreisetzung

Die absolute Quantifizierung der Virusfreisetzung erfolgte mittels einer Real-Time One-Step

RT-PCR unter Verwendung eines externen homologen Standards. Nach Beendigung der

PCR wurden die logarithmischen Fluoreszenzwerte jeder Probe und der Verdünnungen der

Standardreihe gegen die Zyklenzahl aufgetragen (Abbildung 3-6A). Die direkte Relation zwi-

schen der Zyklenzahl und der logarithmischen Konzentration der Proben und den Verdün-

nungen der Standardreihe konnte dabei gezeigt werden. Die Analyse der Schmelzkurve

(Abbildung 3-6B) zeigte, daß unspezifische Produkte nur bei 293 Zellen gebildet wurden. Die

Zunahme der Fluoreszenz nach Zyklus 37 kann vielmehr auf die Bildung von dimerisiertem

Primer zurückgeführt werden, die vom spezifischen Produkt anhand der geringeren

Schmelztemperatur unterschieden werden konnten. Die Amplifikation des externen Stan-

dards offenbarte eine lineare Regression für die seriellen Verdünnungen von 103 bis 107 Ko-

pien/µl (Abbildung 3-6C) mit einem Fehler von 0,102. Die Effizienz der PCR wurde durch die

Steigung der Standardkurve überprüft und auf 1,71 berechnet (Gleichung 2-2 siehe 2.5.3.3),

was einen guten Wert darstellt.

Abbildung 3-6: Real-Time RT-PCR zur Quantifizierung der freigesetzten Virionen. (A)
Fluoreszenzanalyse, (B) Schmelzkurvenanalyse, (C) Lineare Regression durch die Wende-
punkte der Standardreihe. Die serielle Verdünnung des externen homologen Standards ist
von 103 bis 107 Kopien/µl dargestellt. Die genomische DNA wurde aus der porzinen Zellinie
PK15, der humanen Nierenzellinie 293, der Zellinie 293/PERV-PK (293-Zellen infiziert mit
PERV aus PK15) und der Zellinie 293/PERV-B(33) [293-Zellen infiziert mit Molekularklon
293/PERV-B(33)/ATG] isoliert.
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3.1.5 Promotoraktivität der PERV LTRs

Ein Dual-Luciferase Reporter Assay (Promega) wurde verwendet, um die Aktivität der ver-

schiedenen PERV LTRs in unterschiedlichen Säugerzellinien zu untersuchen. Die LTRs

stammen von replikationskompetenten Molekularklonen (Czauderna et al. 2000, Krach et al.

2001) (Abbildung 3-2A und C) oder entstanden während der seriellen Passagierung der Klo-

ne 293-PERV-B(33) und 293-PERV-B(43) (siehe 3.1.3, Abbildung 3-2A). Die PERV-C LTR

wurde aus der genomischen DNA des Minischweins isoliert (Abbildung 3-2C). Bei den LTRs

293-PERV-B(43)-∆ und 293-PERV-B(43)-Zero (Abbildung 3-2B) wurde die U3 Repeatbox

partiell oder komplett per PCR deletiert. Als Kontrollen dienten ein SV40 Promotor sowie

eine RSV LTR.

3.1.5.1 Promotoraktivität in humanen Zellen

In allen getesteten humanen Zellinien (A3.01, 293, HeLa und MRC-5) zeigten die PERV

LTRs eine signifikante Promotoraktivität (Abbildung 3-7). In 293 Zellen korrelierte die Aktivität

Repeat-tragender LTRs direkt mit der Anzahl der 39-bp Repeats, so daß LTRs mit einer gro-

ßen Repeatzahl einen stärkere Promotoraktivität zeigten als LTRs mit weniger Repeats (Ab-

bildung 3-7A). Demzufolge zeigte die 293-PERV-B(43)-746 LTR (5-fach Repeat) die höchste

Aktivität, während die 293-PERV-B(43)-590 LTR (1-fach Repeat) sich durch die geringste

Aktivität ausgezeichnete. In A3.01 und HeLa Zellen konnte diese direkte Korrelation mit ei-

nem stufenförmigen Muster zwar nicht festgestellt werden, dennoch wiesen auch hier die

längeren LTRs eine grundsätzlich höhere Aktivität auf (Abbildung 3-7B und C).

In den Zellinien 293, A3.01 und HeLa zeigten die Repeat-tragenden LTRs eine deutlich stär-

kere Aktivität als die RSV LTR [bis zu 25-fach bzw. 7-fach in 293 bzw. A3.01 Zellen für die

293-PERV-B(43)-746 LTR; Abbildung 3-7A und B]. In 293 und A3.01 Zellen war deren Akti-

vität sogar stärker als die des SV40 Promotors [bis zu 7-fach bzw. 4-fach in 293 bzw. A3.01

Zellen für die 293-PERV-B(43)-746 LTR; Abbildung 3-7A und B]. Im Gegensatz dazu zeich-

neten sich die nativ Repeat-losen LTRs von PK15-PERV-A(58) und PERV-C, durch schwä-

chere Aktivitäten aus, die gegenüber der RSV LTR deutlich reduziert waren. In humanen

MRC-5 Zellen zeigten alle PERV LTRs ebenso wie die RSV LTR lediglich schwache Pro-

motoraktivitäten (Abbildung 3-7D).

In allen humanen Zellinien war die Promotorstärke der artifiziell deletierten LTRs, 293-PERV-

B(43)-∆ und 293-PERV-B(43)-Zero, gegenüber den ursprünglichen LTR deutlich verringert.

So zeigte 293-PERV-B(43)-∆ eine um das 67-fache reduzierte Aktivität im Vergleich zu 293-

PERV-B(43)-746 in 293 Zellen während für 293-PERV-B(43)-Zero in HeLa Zellen eine um

das 33-fache verringerte Aktivität im Vergleich zu 293-PERV-B(43)-746 zu beobachten war

(Abbildung 3-7A und C).
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Abbildung 3-7: Promotoraktivität der PERV LTRs in humanen Zellen. Die Aktivitäten der
in den Luciferase Reportergenvektor pGL3 Basic (Promega) klonierten LTRs sind in Relation
zu der internen Kontrolle (pRL-CMV, Promega) in relativen Lichteinheiten (RLU) angegeben.
(A) 293 Zellen; (B) A3.01 Zellen; (C) HeLa Zellen; (D) MRC-5 Zellen. n.d., nicht durchgeführt.
pGL3 Basic, ohne Promotor; pGL3 Control, SV40 Promtor (siehe 2.6.11.1)

3.1.5.2 Promotoraktivität in nicht-humanen Säugerzellen

In allen getesteten simianen (Cos-7), caninen (D17), felinen (PG-4) und porzinen (PK15 und

ST-Iowa) Zellinien zeigten die PERV LTRs eine signifikante Promotoraktivität (Tabelle 3-2).

In Cos-7 und D17 Zellen ähnelten die Aktivitäten denen in humanen Zellen. Die nativ Re-

peat-tragenden PERV LTRs zeigten eine starke Promotoraktivität, die gegenüber der RSV

LTR deutlich erhöht waren, während die Aktivität von 293-PERV-B(43)-∆ wiederum deutlich

reduziert war [170-fach im Vergleich zu 293-PERV-B(33) in Cos-7 und 19-fach im Vergleich

zu 293-PERV-A(42) in D17]. Der SV40 Promotor zeigte in Cos-7 Zellen eine stärkere Pro-

motoraktivität als die PERV LTRs, während sie in D17 Zellen annähernd identisch war.

Im Gegensatz dazu wies die Deletionsmutante 293-PERV-B(43)-Zero in der felinen Zellinie

PG-4 und den porzinen Zellinien PK15 bzw. ST-Iowa eine starke Promotoraktivität auf, die

mit Ausnahme von 293-PERV-B(43)-746 mit jener der Repeat-tragenden LTRs vergleichbar
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war (Tabelle 3-2). Die Aktivität der PK15-PERV-A(58) LTR war in beiden porzinen Zellinien

deutlich reduziert.

Tabelle 3-2: Promotoraktivität der PERV LTRs in nicht-humanen Säugerzellen. Die Akti-
vitäten der in den Luciferase Reportergenvektor pGL3 Basic (Promega) klonierten LTRs sind
in Relation zu der internen Kontrolle (pRL-CMV, Promega) in relativen Lichteinheiten (RLU)
angegeben.

Mittelwert RLU � Standardabweichung in Zellinie

Cos-7

simian

D-17

canin

PG-4

felin

ST-Iowa

porzin

PK15

porzin

pGL3 Basic 0,02 � 0,00 0,08 � 0,00 0,05 � 0,00 0,21 � 0,02 0,07 � 0,00

pGL3 Control 63,49 � 11,91 9,04 � 0,46 22,12 � 0,22 177,59 � 2,34 51,69 � 1,94

PERV-B(43)-746 n.d. n.d. 74,53 � 9,77 47,59 � 5,67 58,70 � 0,10

PERV-B(33) 23,82 � 0,60 9,37 � 0,10 19,58 � 0,26 31,14 � 1,07 27,44 � 0,00

PERV-A(42) 17,63 � 0,26 10,62 � 0,22 24,68 � 1,46 29,01 � 1,02 27,33 � 0,93

PERV-B(43) 11,98 � 0,61 9,45 � 0,23 17,12 � 0,60 48,45 � 1,37 27,85 � 3,64

PERV-B(43)-∆ 0,14 � 0,01 0,55 � 0,03 n.d. n.d. n.d.

PERV-B(43)-Zero n.d. n.d. 32,34 � 2,29 39,25 � 4,75 21,66 � 0,84

PERV-A(58) n.d. n.d. 0,85 � 0,01 2,47 � 0,15 1,28 � 0,06

RSV 1,94 � 0,16 0,40 � 0,02 n.d. n.d. n.d.

RLU, Relative Light Units
n.d., nicht durchgeführt

3.1.5.3 Promotoraktivität partiell deletierter LTRs

Die Lokalisierung und Identifizierung von für die transkriptionelle Regulation bedeutenden

LTR-Elementen erfolgte mittels Deletionsmutanten, deren Aktivitäten im Vergleich zu einer

nativen LTR mit dem Dual-Luciferase Reporter Assay in humanen und porzinen Zellen be-

stimmt wurden (Tabelle 3-3). Zu diesem Zweck wurden ausgehend von der 293-PERV-

B(33)-LTR, deren Repeatbox aus vier 39-bp Repeats besteht (Abbildung 3-2), per PCR eine

Reihe verschiedener LTRs kloniert, die Deletionen kompletter Strukturmotive aufwiesen (Ab-

bildung 3-8).

In allen getesteten Zellinien (293, A3.01, HeLa und PK15) führten weder die Deletion der U3-

Region stromaufwärts der Repeatbox [293-PERV-B(33)-∆A] noch die Deletion der U5-

Region [293-PERV-B(33)-∆C] zu einer signifikanten Veränderung der Promotoraktivität im
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Abbildung 3-8: Aufbau und Organisation deletierter partiell PERV LTRs. Repeatbox der
293-PERV-B(33) LTR besteht aus vier 39-bp Repeats (siehe 3.1.2). 18-bp Subrepeat (gelbe
Box); 21-bp Subrepeat (rote Box). U3, U3-Region (weiße Box); R, R-Region (dunkelgraue
Box); U5, U5-Region (hellgraue Box).

Vergleich zur unmodifizierten 293-PERV-B(33)-LTR. Dieses Phänomen zeigte sich ebenso

für die Deletion der kompletten U3-Region mit Ausnahme der Repeatbox [293-PERV-B(33)-

∆F] in A3.01 und HeLa Zellen und die Deletion der R-Region zusammen mit der U5-Region

[293-PERV-B(33)-∆D] in HeLa und PK15 Zellen.

Im Gegensatz dazu führte die Deletion der Repeatbox [293-PERV-B(33)-Zero; Abbildung 3-

2] zu einer starken Reduktion der Aktivität in den humanen Zellen (bis zu 11-fach in A3.01

Zellen, vergleiche 3.1.5). Dieser Effekt konnte potenziert werden durch die zusätzliche Dele-

tion des stromaufwärts der Repeatbox gelegenen U3-Abschnittes [293-PERV-B(33)-∆B] (bis

zu 130-fache Reduktion der Aktivität in 293 Zellen) oder der Deletion der kompletten U3-

Region [293-PERV-B(33)-∆E] (bis zu 138-fache Reduktion der Aktivität in 293 Zellen). Inter-

essanterweise führte die Deletion der Repeatbox in porzinen PK15 Zellen zu keiner signifi-

kanten Abnahme der LTR-Aktiviät (vergleiche 3.1.5) während dies für die Deletionsmutanten

293-PERV-B(33)-∆B und 293-PERV-B(33)-∆E durchaus der Fall war.

Eine konträre Auswirkung auf die Promotorstärke zeigte sich nach Deletion der R-Region

[293-PERV-B(33)-∆G] in allen Zellinien, welche zu einem signifikanten Anstieg der Aktivität

führte (bis zu 4,5-fach in 293-Zellen). Der gleiche Effekt trat in 293 und A3.01 Zellen bei

kombinierter Deletion der R- und U5-Region auf [293-PERV-B(33)-∆D].
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Tabelle 3-3: Promotoraktivität nativer und partiell deletierter LTRs. Die Aktivitäten der in
den Luciferase Reportergenvektor pGL3 Basic (Promega) klonierten LTRs sind in Relation
zu der internen Kontrolle (pRL-CMV, Promega) in relativen Lichteinheiten (RLU) angegeben.

Mittelwert RLU � Standardabweichung in Zellinie

293

human

A3.01

human

HeLa

human

PK15

porzin

pGL3 Basic 1,50 � 0,13 0,55 � 0,07 0,08 � 0,01 0,04 � 0,00

293-PERV-B(33) 158,53 � 0,66 111,17 � 14,03 10,72 � 0,18 12,17 � 0,71

293-PERV-B(43)-Zero 31,88 � 2,06 9,93 � 0,35 3,68 � 0,49 12,52 � 1,72

293-PERV-B(33)-∆A 174,80 � 30,84 145,54 � 19,06 15,87 � 0,13 14,46 � 0,97

293-PERV-B(33)-∆B 1,22 � 0,21 3,87 � 0,25 0,26 � 0,04 0,09 � 0,01

293-PERV-B(33)-∆C 135,28 � 3,34 130,07 � 54,95 6,40 � 0,57 13,39 � 1,09

293-PERV-B(33)-∆D 218,94 � 1,66 261,24 � 26,43 8,99 � 0,95 13,25 � 0,63

293-PERV-B(33)-∆E 1,15 � 0,19 2,12 � 0,11 0,28 � 0,01 0,24 � 0,05

293-PERV-B(33)-∆F 32,56 � 0,71 130,86 � 7,76 6,21 � 1,04 3,98 � 0,62

293-PERV-B(33)-∆G 707,49 � 23,96 206,09 � 15,39 60,43 � 0,12 21,80 � 1,80

RLU, Relative Light Units

3.1.5.3.1 R-Region Stem Loop

Nach Deletion der R-Region konnte für die PERV LTR eine Zunahme der Aktivität festge-

stellt werden (siehe 3.1.5.3). Aus diesem Grund wurde eine Analyse der RNA-

Sekundärstruktur der ersten Nukleotide der R-Region, welche den R-Region Stem Loop

(RSL) ausbilden (Cupelli & Lenz 1991), für PERV und MLV durchgeführt, ebenso ein Ver-

gleich der entsprechenden Sequenzen verschiedener Retroviren (Abbildung 3-9). Die RSL

von PERV und MLV unterscheiden sich deutlich in Größe und Form. Während der RSL von

PERV aus den nt 2-24 der R-Region gebildet wird, sind bei MLV die ersten 29 nt involviert

(Abbildung 3-9A). Die Energie der jeweiligen Sekundärstruktur beträgt wie berechnet bei

PERV –8,6 kcal/mol, bei MLV –9,9 kcal/mol. Wie der Sequenzvergleich verschiedener C-Typ

Retroviren zeigt, sind mit Ausnahme von PERV insbesondere jene Nukleotide konserviert,

die durch Basenpaarung an der Bildung des Stammes beteiligt sind (Abbildung 3-9A und B).
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Abbildung 3-9: R-Region Stem Loop (RSL) und Sequenzabgleiche. (A) RSL basierend
auf der Sekundärstrukturanalyse der ersten Nukleotide der R Region von PERV und MLV.
(B) Vergleich der ersten 32 Nukleotide der R-Region verschiedener C-Typ Retroviren. MLV,
Murine Leukemia Virus; SSV, Simian Sarcoma Virus; MoMuLV, Moloney Murine Leukemia
Virus; GaLV, Gibbon Ape Leukemia Virus. (Abgeändert nach Cupelli & Lenz 1991).

3.1.5.4 Promotoraktivität einer artifiziell verlängerten LTR im Vergleich zum CMV
Promotor

Basierend auf den Ergebnissen der Promotoranalysen, welche zeigten, daß die Aktivität der

PERV LTR direkt mit der Anzahl der 39-bp Repeats korreliert (siehe 3.1.5), wurde per PCR

eine LTR kloniert, in deren U3-Region der Repeat 10-fach vorhanden war [293-PERV-B(43)-

1000 LTR]. Die Aktivität dieser LTR wurde im Vergleich zu der des CMV Promotors sowie

der 293-PERV-B(43)-746 LTR (5-fach Repeat) mittels Dual-Luciferase Reporter Assay in

verschiedenen humanen Zellinien untersucht (Abbildung 3-10).

In allen Zellinien zeigte die artifizielle 293-PERV-B(43)-1000 LTR eine signifikant höhere

Promotorstärke als die 293-PERV-B(43)-746 LTR, welche während der seriellen Passagie-

rung von PERV Molekularklonen entstand (siehe 3.1.4). In A3.01 und HeLa Zellen bewirkte

die Verdoppelung der Repeatzahl einen Anstieg der Aktivität um das 10-fache, in 293 Zellen

dagegen um den Faktor 3,2. In den Zellinien 293 und A3.01 zeichnete sich die 293-PERV-

B(43)-1000 LTR durch eine signifikant stärkere Aktivität aus als der CMV Promotor (1,7-fach

in 293 Zellen und 1,6-fach in A3.01 Zellen). Im Gegensatz dazu war deren Aktivität in HeLa

Zellen um das 2,7-fache gegenüber dem CMV Promotor reduziert.
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Abbildung 3-10: Promotoraktivi-
tät der 293-PERV-B(43)-1000
LTR. Die Aktivitäten der in den
Luciferase Reportergenvektor
pGL3 Basic (Promega) klonierten
PERV und CMV Promotoren sind
in Relation zu der internen Kon-
trolle (pRL-SV40, Promega) in re-
lativen Lichteinheiten (RLU) ange-
geben.

3.1.6 Enhancer-Eigenschaften der PERV LTR-Repeatbox

Repeatelemente innerhalb retroviraler Promotoren zeichnen sich oftmals durch Eigenschaf-

ten eines Enhancers aus (Laimins et al. 1984, Fan 1990). Um mögliche Enhancer-Eigen-

schaften der PERV LTR Repeatbox zu evaluieren, wurde die Repeatbox der 293-PERV-

B(33) LTR (vierfach 39-bp Repeat plus solitäres 18-bp Subrepeat) in den Luciferase

Reportergenvektor pGL3 Control kloniert, stromaufwärts des heterologen SV40 Promotors

ebenso wie stromabwärts des luciferase-Gens, jeweils in beiden Orientierungen. Mittels des

Dual-Luciferase Reporter Assays wurde in verschiedenen Zellinien untersucht, ob die Akti-

vität des SV40 Promotors durch die Existenz der PERV Repeatbox beeinflußt wurde.

In den humanen Zellen 293 und A3.01 zeigten diese Konstrukte eine deutlich erhöhte Pro-

motoraktivität gegenüber dem unmodifizierten Vektor pGL3 Control und zwar unabhängig

von der Lage und Orientierung der Repeatbox gegenüber dem SV40 Promotor (Abbildung 3-

11A und B). Die stärkste Aktivierung des SV40 Promotors erfolgte, sobald die Repeatbox

stromaufwärts des Promotors in Vorwärtsorientierung kloniert wurde. Daraus resultierte eine

5,4-fach erhöhte Aktivität in 293 Zellen und eine Zunahme der Aktivität um das 14,7-fache in

A3.01 Zellen. Die Insertion der Repeatbox an gleicher Position in reverser Orientierung re-

sultierte in A3.01 Zellen in einer geringfügig schwächeren Aktivierung (10,9-fach), während

diese Anordnung in 293 Zellen zu einer deutlich reduzierten Aktivitätssteigerung führte (2,7-

fach), die identisch zur stromabwärts/vorwärts Anordnung war. Am geringsten wirkte sich die

Beeinflussung des SV40 Promotors in 293 Zellen in der stromabwärts/reversen Anordnung

aus, in A3.01 Zellen in der Anordnung stromabwärts/vorwärts.
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Abbildung 3-11: Modulation des heterologen SV40 Promotors durch die 4-fach 39-bp
Repeatbox. Die Repeatbox wurde stromaufwärts des SV40 Promotors und stromabwärts
des luciferase-Gens in beiden Orientierungen inseriert. Die Mittelwerte der pGL3 Control
Aktivität (SV40) wurden gleich 1 gesetzt und die relative Zu- oder Abnahme angegeben.
SV40 Promotor (schwarze Box), luciferase-Gen (grüne Box) und der 39-bp Repeat (gelb-rot
gestreifte Box; Pfeilrichtung gibt Orientierung an) sind dargestellt.

In HeLa Zellen wurde die SV40 Promotoraktivität nur bei jenen Konstrukten verstärkt, bei

denen die PERV Repeatbox stromaufwärts des Promotors inseriert war, was zu einer 1,6-

fachen Aktivierung in der Vorwärtsorientierung und einer 1,9-fachen Aktivierung in der rever-

sen Orientierung führte. Im Gegensatz dazu führte eine stromabwärtige Insertion zu einer

Reduzierung der Aktivität (0,8-fach in Vorwärts- und 0,4-fach in Reversorientierung; Abbil-

dung 3-11C). In der Zellinie MRC-5 konnte dagegen für keines der Konstrukte eine signifi-

kante Erhöhung der SV40 Promotoraktivität festgestellt werden (Abbildung 3-11D). In der

stromaufwärts/reversen Anordnung wurde die Aktivität sogar um den Faktor 0,2 erniedrigt.

Die artifiziell deletierte 293-PERV-B(43)-Zero LTR trägt keine Elemente der Repeatbox (Ab-

bildung 3-2). Um Effekte der Promotorregulation zu untersuchen, die auf der räumlichen Be-

ziehung zwischen der Repeatbox und der restlichen LTR basieren, wurde der pGL3 Ba-

sic/293-PERV-B(43)-Zero Vektor verwendet, in den zusätzlich die 293-PERV-B(33) Repeat-

box stromaufwärts und stromabwärts der Zero-LTR in beiden Orientierungen kloniert war. Mit

diesen Konstrukten sollte weiterhin untersucht werden, ob die durch die Deletion hervorge-

rufene reduzierte Promotoraktivität (siehe 3.1.5.1) durch eine dislozierte Repeatbox rekon-

stituiert werden konnte.

In den Zellinien 293, A3.01 und HeLa verursachte die Repeatbox eine Erhöhung der 293-

PERV-B(43)-Zero Aktivität unabhängig von der Lage und Orientierung (Abbildung 3-12A bis

C). Für alle drei Zellinien zeigte sich dabei ein uniformes Muster mit der stärksten Aktivierung

für die stromabwärts/reverse Anordnung (11,8-fach in 293 Zellen), während für die strom-

aufwärts/vorwärts-Konstrukte die Beeinflussung der LTR am geringsten war (2.6-fach in

293). Eine komplette Rekonstitution der Promotorstärke der 293-PERV-B(33) LTR war je-

doch durch die dislozierte Repeatbox nicht möglich. In A3.01 Zellen betrug die maximale

Aktivität eines Konstruktes 73,8% der Promotorstärke der 293-PERV-B(33) LTR, in 293 Zel-
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Abbildung 3-12: Modulation der homologen 293-PERV-B(43)-Zero LTR durch die 4-fach
39-bp Repeatbox. Die Repeatbox wurde strangauf- und stromabwärts der Zero-LTR in bei-
den Orientierungen inseriert. Die Mittelwerte der pGL/293-PERV-B(43)-Zero Aktivität wurden
gleich 1 gesetzt und die relative Zu- oder Abnahme angegeben. 293-PERV-B(43)-Zero LTR
(schwarze Box), 293-PERV-B(33) LTR (weiße Box), luciferase-Gen (grüne Box) und der 39-
bp Repeat (gelb-rot gestreifte Box; Pfeilrichtung gibt Orientierung an) sind dargestellt.

len 57,5 % und in HeLa Zellen 45,4%. Demzufolge spielt die räumliche Anordnung der Re-

peatbox in Bezug auf die Gesamt-LTR eine bedeutende Rolle für deren Regulation.

In 293 Zellen war die maximale Aktivierung der homologen Zero-LTR stärker als die des he-

terologen SV40 Promotors, während in A3.01 Zellen die Verhältnisse genau umgekehrt wa-

ren (vgl. Abb. 3-11 und 3-12). In HeLa Zellen war dagegen der Grad der maximalen Aktvie-

rung für den homologen und heterologen Promotor identisch. Die PERV LTR Repeatbox

zeigte demzufolge mit Ausnahme der Zellinie MRC-5 in allen anderen Zellen die typischen

Eigenschaften eines Enhancers und erhöhte die Aktivität sowohl eines heterologen als auch

eines homologen Promotors unabhängig von der Lage und Orientierung. Für die stromab-

wärts des luciferase-Gens klonierten Elemente war dies über die Distanz von 2.700 bp der

Fall.

Die Repeatbox selbst zeigte ebenfalls eine schwache Promotoraktivität, nachdem sie in den

promotorlosen Luciferase Vektor pGL3 Basic stromaufwärts des luciferase-Gens in beiden

Orientierungen inseriert wurde. Die Aktivität entsprach dabei in der Vorwärtsorientierung dem

2,4-fachen Wert der 293-PERV-B(43)-Zero LTR in HeLa Zellen, in der reversen Anordnung

sogar dem 4,9-fachen Wert (Daten nicht gezeigt).

3.1.7 Beeinflussung der PERV LTR Aktivität durch Immunsuppressiva

Im Falle einer Xenotransplantation würde der Transplantatempfänger einer starken Immun-

suppression ausgesetzt sein, um die Abstoßung des artfremden Gewebes nach Möglichkeit

zu verhindern. Aus diesem Grund wurde untersucht, ob Immunsuppressiva, die in der
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Transplantationsmedizin routinemäßig zum Einsatz kommen, Auswirkungen auf die Aktivität

des PERV Promotors haben.

3.1.7.1 Prednisolon (Pred)

Die T-Zell Linie A3.01 und die B-Zell Linie Bai/NJ wurden verwendet, um mittels Dual-

Luciferase Reporter Assay zu untersuchen, ob die Aktivität der 293-PERV-B(33) LTR sowie

der 293-PERV-A(42) LTR durch das Glucocorticoid Pred beeinflußt wird.

In A3.01 Zellen wurde die Aktivität der

293-PERV-B(33) LTR durch Behand-

lung der Zellen mit Pred nicht signifikant

beeinflußt, es war lediglich ein 1,2-

facher Anstieg der Aktivität festzustellen

(Abbildung 3-13). Im Gegensatz dazu

wurde die Aktivität einer MMTV LTR,

welche als Positivkontrolle verwendet

wurde, um den Faktor 121,3 durch das

Glucocorticoid verstärkt. In Bai/NJ Zel-

len konnte der gleiche Effekt beobachtet

werden, die Aktivität der MMTV LTR

wurde 9,3-fach erhöht. Im Gegensatz

dazu zeigte sich für die 293-PERV-B(33)

LTR wiederum kein signifikanter Effekt.

In Übereinstimmung dazu zeigte auch

die 293-PERV-(A)42 LTR keinerlei Sus-

zeptibilität gegenüber Pred, in beiden

Zellinien konnte keine signifikante Ver-

änderung der LTR Aktivitäten detektiert

werden. Im Gegensatz dazu wurde die Aktivität der MMTV LTR in beiden Zellinien signifikant

erhöht (40,3-fach in A3.01 Zellen; 5,8-fach in Bai,NJ Zellen; Daten nicht gezeigt).

3.1.7.2 Cyclosporin A (CysA)

Mögliche Effekte von CysA auf die transkriptionelle Regulation der 293-PERV-B(33) LTR

wurden in den Zellinien A3.01 und Bai/NJ mittels Dual-Luciferase Reporter Assay untersucht.

Eine signifikante Beeinflussung der Promotorstärke konnte dabei nicht festgestellt werden

(Abbildung 3-14). In A3.01 Zellen wurde unter CysA Einfluß lediglich eine 1,3-fache Erhö-

hung der Aktivität gegenüber unstimulierten Zellen detektiert. Als Positivkontrolle wurde der
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Abbildung 3-13: Einfluß von Prednisolon
auf die PERV LTR Aktivität. Die Aktivitäten
der in den Luciferase Reportergenvektor pGL3
Basic (Promega) klonierten 293-PERV-B(33)
LTR sowie der MMTV LTR in der lymphobla-
stoiden T-Zell Linie A3.01 und der lymphobla-
stoiden B-Zell Linie Bai/NJ sind in Relation zu
der internen Kontrolle (pRL-null, Promega) in
relativen Lichteinheiten (RLU) angegeben.
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humane, fakultative IL-2 Promotor verwendet, der durch Inkubation der Zellen mit TPA und

Iono über den Ca2+-Weg stimuliert wurde, was zu einem Anstieg der Aktivität um den Faktor

301,2 führte. Die zusätzliche Applikation von CysA führte zu einer signifikanten Abnahme der

Promotoraktivität (53,4-fach). Die Meßergebnisse in Bai/NJ Zellen waren identisch mit einer

von CysA unabhängigen Aktivität der PERV LTR und einer signifikanten Induzierung des IL-

2 Promotors durch TPA und Iono, die durch CysA-Zugabe aufgehoben werden konnte.

Abbildung 3-14: Einfluß von Cy-
closporin A auf die PERV LTR
Aktivität. Die Aktivitäten der in den
Luciferase Reportergenvektor pGL3
Basic (Promega) klonierten 293-
PERV-B(33) LTR sowie des huma-
nen IL-Promotors sind in der
lymphoblastoiden T-Zellinie A3.01
und der lymphoblastoiden B-Zellinie
Bai/NJ in Relation zu der internen
Kontrolle (pRL-null, Promega) in
relativen Lichteinheiten (RLU) an-
gegeben. Der fakultative IL-2 Pro-
motor wurde durch Zugabe von
TPA und Iono stimuliert.

3.1.8 Putative Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen der PERV LTR

Eine statistische Transkriptionsfaktoranalyse wurde mit der MatInspector Software durchge-

führt und offenbarte zahlreiche putative Bindungsstellen innerhalb der PERV-LTR (Abbildung

3-15). Innerhalb eines jeden 39-bp Repeats befinden sich Bindungsstellen für den Transkrip-

tionsfaktor Nucleus Factor (Y) (NF-Y), der an die Sequenz 5'-GGACCAATCAT-3' bindet

(Kernbindungssequenz fett, Matrixbindungssequenz unterstrichen). Die Übereinstimmung

auf dem reversen Strang beträgt für die Kernsequenz 100%, für die Matrixsequenz 95,6%.

Die NF-Y Bindungsstelle umfaßt nt 10-20 eines jeden 39-bp Repeats (vergleiche 3.1.2) mit

Lokalisation der Kernbindungsstelle im 18-bp Subrepeat. Entsprechend der Repeatzahl der

nativen PERV LTRs variiert die Anzahl der NF-Y Stellen zwischen sechs [293-PERV-B(43)-

746 LTR] und drei [293-PERV-B(43)], artifiziell deletierte LTRs tragen lediglich eine [293-

PERV-B(43)-∆] bzw. keine Bindungsstelle [293-PERV-B(43)-Zero]. Neben Bindungsstellen

für NF-Y wurden weitere putative Bindungsstellen mit einer Übereinstimmung der Matrixse-

quenz von mindestens 95,2% über die gesamte LTR verteilt identifiziert (Abbildung 3-15).
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Abbildung 3-15: Putative Transkriptionsfaktor Bindungsstellen. Die Bindungsstellen
(blaue Box) sind für die U3 Region der 293-PERV-B(33) LTR angegeben. 1, LPOLYA (nt 46
- 53); 2, TH1E47 (nt 71 - 86); 3, FKH1 (nt 92 - 105); 4, SOX5 (nt 120 - 129); 5, GATA1 (nt
151 - 164, nt 180 - 192, nt 249 - 261); 6, ETS2 (nt 159 - 172); 7, AP1FJ (nt 265 - 275); 8, NF-
Y (nt 322 - 332, nt 361 - 371, nt 400 - 410, nt 439 - 449, nt 478 - 488); 9, CAAT (nt 479 -
490). Die nt-Position bezieht sich auf die Datenbank Nummer AJ133816.

Entsprechend der Sequenzunterschiede der PK15-PERV-A(58) und PERV-C LTR zu den

Repeat-tragenden LTRs offenbarte die Analyse Bindungsstellen für andere Transkriptions-

faktoren. Bindungsstellen für NF-Y wurden nicht identifiziert, während solche für GATA1 in

allen LTRs vorhanden waren. Weitere Übereinstimmungen zwischen den Repeat-tragenden

LTRs und der PK15-PERV-A(58) LTR bezogen sich auf eine Bindungsstelle für TH1E47,

Bindungsstellen für SOX5 und APF1J wurden in den Repeat-tragenden LTRs und der

PERV-C LTR identifiziert. Gemeinsamkeiten zwischen der LTR von PK15-PERV-A(58) und

PERV-C bezogen sich auf das Vorhandensein von Bindungsstellen für GATA3, HSF1 und

S8.

3.1.9 Transkriptionsfaktor-Bindung an die PERV LTR Repeatbox

3.1.9.1 Nachweis der spezifischen Transkriptionsfaktor-Bindung

Um die Ergebnisse der statistischen Transkriptionsfaktoranalyse zu bestätigen, wurde ein

Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA) durchgeführt, um die Bindung von Zellkernpro-

teinen an DNA-Abschnitte der PERV LTR nachzuweisen. Zu diesem Zweck wurde das spe-

zifische 15-mer Oligonukleotid NFY+, das die putative NF-Y Bindungssequenz der PERV

LTR beinhaltet (Abbildung 3-15) radioaktiv markiert und mit Zellkernproteinen der humanen

Zellinie 293 inkubiert (Abbildung 3-16).

Nach Auftrennung der DNA-Proteinkomplexe mittels Acrylamid Gelelektrophorese offenbarte

die Autoradiographie ein typisches Bandenmuster, bei dem vier distinkte Proteinkomplexe

unterschieden werden konnten (Abbildung 3-16, Spur 2). Bei der Verwendung von markier-

tem Oligonukleotid ohne Zellkernextrakte war dagegen kein Bandenmuster zu identifizieren

(Abbildung 3-16, Spur 1). Um die Spezifität der DNA-Protein-Bindung zu zeigen, wurde so-

wohl eine spezifische als auch eine unspezifische Kompetition durchgeführt. Durch Zugabe

des unmarkierten Oligonukleotids NF-Y+ in 100-fachem molarem Überschuß konnten die
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DNA-Protein-Bindungen der Komplexe 1 und 2 komplett kompetitiert werden (Abbildung 3-

16, Spur 3). Im Gegensatz dazu hatte die Zugabe eines unmarkierten Oligonukleotids, das

die Bindungsstelle des Transkriptionsfaktors AP1 trägt, weder im 100-fachem noch im 300-

fachem molarem Überschuß Auswirkungen auf die Bildung der vier DNA-Protein-Komplexe,

die in identischer Weise vorlagen wie bei den nicht-kompetitierten Ansätzen (Abbildung 3-16,

Spuren 4 und 5).

Abbildung 3-16: DNA-
Protein Interaktion. EM-
SA zum Nachweis der
Bindung von Zellkern-
proteinen der humanen
Zellinie 293 an die putati-
ve NF-Y Bindungsstelle,
die im 39-bp Repeat der
PERV LTR lokalisiert ist.
Spezifische Kompetition
wurde mit unmarkiertem
Oligonukleotid NF-Y+ in
100-fachem molaren
Überschuß durchgeführt,
unspezifische Kompetiti-
on mit dem AP1 Konsen-
susoligonukleotid im 100-
fachem und 300-fachem
molaren Überschuß.

3.1.9.2 Detektion von NF-Y als bindendes Protein

Die tatsächlich Bindung des Transkriptionsfaktors NF-Y an die entsprechende Repeatse-

quenz der PERV LTR wurde mittels Supershift Assays mit spezifischen anti-NF-Y Antikör-

pern nachgewiesen. Die verwendeten Antikörper waren jeweils gegen eine der drei Unter-

einheiten von NF-Y gerichtet.

Eine Verschiebung der Proteinkomplexe (Abbildung 3-17, Spur 2) und die Ausbildung eines

Supershifts war bei Verwendung aller Antikörper festzustellen. Diese waren gegen die C-

terminalen Enden der NF-Y Untereinheiten A (Abbildung 3-17, Spur 3), B (Abbildung 3-17,

Spur 4) und C (Abbildung 3-17, Spur 5) gerichtet, ebenso gegen das N-terminale Ende der

Untereinheit C (Abbildung 3-17, Spur 6). Im Gegensatz dazu führte die Verwendung eines

unspezifischen Antikörpers, der gegen NF-KB gerichtet war, zu keiner Verschiebung der

Proteinkomplexe (Daten nicht gezeigt), das Bandenmuster war identisch zu jenem der An-

sätze ohne Antikörper (Abbildung 3-17, Spur 2). Bei Ansätzen mit anti-NF-Y IgG aber ohne
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Zellkernextrakte konnte kein Proteinkomplex detektiert werden (Abbildung 3-17, Spur 7), die

Ergebnisse waren identisch zur Negativkontrolle (Abbildung 3-17, Spur 1). Die Verwendung

des CBF-Konsensusoligonukleotides in Kombination mit anti-NF-Y IgG führte zur Ausbildung

von verschobenen Protein-Komplexen identisch zu den bereits beschriebenen (Abbildung 3-

17, Spur 6). Die Verschiebung der Protein-Komplexe mit Ausbildung eines Supershifts

konnte neben den Zellkernproteinen der Zellinie 293 auch für jene der Zellinien A3.01, HeLa

und PK15 nachgewiesen werden, nicht jedoch für MRC-5 Zellen (Daten nicht gezeigt).

Abbildung 3-17: Supershift Assay zum Nachweis der NF-Y Bindung. Supershifts (Pfeil)
wurden durch die Verwendung von Antikörpern, die gegen das C-terminale Ende der drei
Untereinheiten von NF-Y (A, B und C) und das N-terminale Ende der Untereinheit C gerichtet
waren mit Zellkernproteinen der Zellinie 293 generiert. Das CBF Konsensusoligonukleotid
wurde als Positivkontrolle verwendet.
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3.2 HERV-K Expression in transgenen Mäusen

3.2.1 Etablierung HERV-K transgener Mäuse

Für die Herstellung HERV-K transgener Mäuse waren zwei Expressionsvektoren konstruiert

worden (siehe Abbildung 2-1). Das Transgen HERV-K beinhaltet die komplette HERV-K Se-

quenz einschließlich der Gene gag, pro/pol und env, jedoch ohne die flankierenden LTRs.

Das zweite Transgen, Env2, beinhaltet dagegen lediglich die env-Sequenz von HERV-K ein-

schließlich des Rec-Corf Segmentes. Beide Konstrukte wurden durch den heterologen CMV

Promotor getrieben.

Von den fünf transgenen HERV-K Gründer-Tieren zeigten zwei Männchen (HERV-K-10 und

HERV-K-11) die Existenz des transgenen Konstrukt in hoher Kopienzahl. Von den Tieren der

Env2 Gründer-Generation war eine Verankerung des Transgens im Genom der Tiere in ho-

her Kopienzahl für vier Männchen (Env2-1, Env2-5, Env2-6 und Env2-8) nachzuweisen

(Daten nicht gezeigt). Bei den per Southern Blotting mit der Env-Sonde envBX0.5 (siehe

2.5.17.1; Tönjes et al. 1997b) durchgeführten Untersuchungen konnte aufgrund der strin-

genten Hybridisierungsbedingungen und der Verwendung geeigneter Kontrollen eine Kreuz-

reaktion mit env-Sequenzen muriner Retroviren ausgeschlossen werden.

Ausgehend von den Tieren HERV-K-10 und HERV-K-11 wurden die Linien 404 und 405 ge-

züchtet, die Linien 406, 407 und 408 wurden ausgehend von den Tieren Env2-5, Env2-8 und

Env2-6 etabliert. Die Linie 409, welche auf das Gründer-Tier Env2-1 zurückzuführen war,

wurde nicht weiter gezüchtet, da eine Vererbung des Transgens an die Nachkommen nicht

erfolgte (Daten nicht gezeigt).

3.2.2 Expression transgener mRNA

Die Transkription der transgenen DNA wurde mit verschiedenen Methoden wie Northern

Blotting, RPA oder RT-PCR untersucht. Northern Blots wurden mit RNA durchgeführt, die

aus Gehirn, Lunge, Leber, Niere, Milz und Ovarien bzw. Hoden adulter Tiere aller transge-

nen Linien isoliert wurde. Eine Hybridisierung erfolgte mit der Env-Sonde envBX0.5 (Tönjes

et al. 1997b). Eine schwache Expression transgener mRNA konnte dabei lediglich in Tieren

der Linie 404 für Gewebe der Niere nachgewiesen werden (Abbildung 3-18). Die detektierte

Bande von ~ 7,7 kb entspricht dabei der Länge der HERV-K Vollängen-RNA.
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Hinsichtlich der Ergebnisse, die mit Northern Blotting erzielt werden konnten, wurde ein

hochsensitiver RPA durchgeführt, um die mRNA Expression zu untersuchen. Dabei wurden

RNA-Proben der Gewebe aller transgenen Linien mit der XhoI-restringierten Env-Sonde

envBX0.5 hybridisiert. Für die transgenen Tiere der Linien 406, 407 und 408, die lediglich

das Env-Konstrukt tragen, konnte dabei in keinem der Gewebe eine Transkription des retro-

viralen Gens detektiert werden (Daten nicht gezeigt). Im Gegensatz dazu konnte bei Tieren

der Linien 404 und 405, die Träger des HERV-K Vollängenkonstruktes sind, eine starke

mRNA Expression in der Lunge und der Niere nachgewiesen werden (Abbildung 3-19 Spu-

ren 3 und 7; Daten nicht gezeigt). Eine schwache Expressin in der Milz und dem Gehirn der

Tiere konnte ebenfalls gezeigt werden (Abbildung 3-19 Spuren 5 und 8; Daten nicht gezeigt).

In Leber und Ovarien bzw. Hoden konnte dagegen keine HERV-spezifische RNA detektiert
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Abbildung 3-18: Northern Blot
zum Nachweis der mRNA Ex-
pression. RNA wurde aus
HERV-K transgenen Tieren der
Gruppe 404 isoliert und mit der
Sonde envBX0.5 hybridisiert.
Eine schwache mRNA Expressi-
on konnte lediglich in der Niere
nachgewiesen werden (Spur 1,
Pfeil). Die ~7,7 kb Bande ent-
spricht der HERV-K Vollängen-
RNA. M, Marker.

Abbildung 3-19: RPA zum Nachweis der mRNA
Expression. RNA wurde aus HERV-K transgenen
Tieren der Gruppe 404 isoliert. Die Hybridisierung
erfolgte mit der ~0,5 kb Sonde envBX0.5 (Spuren
3 – 8) sowie der ~0,28 kb Kontrollsonde TRI-Actin
Mouse (Spuren 1 und 2). Spur 1, Leber (Kontroll-
RNA AMS Biotechnology); Spur 2, Leber; Spur 3,
Lunge; Spur 4, Ovar; Spur 5, Milz; Spur 6, Leber;
Spur 7, Niere; Spur 8, Gehirn; S, Sequenzierreak-
tion envBX0.5.
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werden. Wie Vorversuche zeigten, konnten mit der als Negativkontrolle verwendeten BamHI-

restringierten Env-Sonde (envBX0.5) keine Signale erzeugt werden.

Der Nachweis der HERV-RNA Expression mittels RT-PCR war nicht möglich, da die Ergeb-

nisse aufgrund einer DNA Kontamination nicht eindeutig beurteilt werden konnten.

3.2.3 Expression retroviraler Proteine

Die mögliche Expression der retroviralen Proteine in den transgenen Tieren der Linien 404

und 405 wurde mittels Immuno Blotting und indirekter Immunfluoreszenz untersucht.

3.2.3.1 Immuno Blot

Immuno Blots wurden mit Proteinen durchgeführt, die aus Niere, Leber und Lunge zweier

adulter weiblicher Mäuse der Linie 404 isoliert wurden, ebenso mit Proteinen die aus einem

Mamma-Adenokarzinom extrahiert wurden, welches von einem der beiden Tiere ausgebildet

wurde (Abbildung 3-20A und B). Immuno Blots wurden mit dem gegen das Gag Protein ge-

richteten Antikörper α-Gag durchgeführt. Als Positivkontolle wurden Proteinextrakte der

HERV produzierenden Zellinie GH verwendet.

Die Bildung des ~80 kDa großen Gag-Vorläuferproteins konnte in den Nieren beider Indivi-

duen nachgewiesen werden (Abbildung 3-20A und B, Spur 1). Im Gegensatz dazu konnte

ein Nachweis in der Leber oder Lunge nicht erfolgen (Abbildung 3-20A und B, Spuren 2 und

3). Für das Mamma-Adenokarzinom konnte ebenfalls eine starke Expression des Gag Vor-

läufers gezeigt werden (Abbildung 3-20A, Spur 4), ebenso für die Proteinextrakte aus GH

Zellen (Abbildung 3-20B, Spur 4).

Abbildung 3-20: ImmunoBlot Analyse der HERV-K Expression. Proteine wurden aus
verschiedenen Geweben zweier adulter weiblicher Mäuse (A und B) der Linie 404 isoliert.
Das ~80 kDa große Gag-Vorläuferprotein ist gekennzeichnet. Abbildung 4A: M, Marker; Spur
1, Niere; Spur 2, Leber; Spur 3, Lunge; Spur, 4 Mamma-Adenokarzinom. Abbildung 4B: M,
Marker; Spur 1, Niere; Spur 2, Leber; Spur 3, Lunge; Spur 4, GH Zellen.
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3.2.3.2 Indirekte Immunfluoreszenz

Neben ImmunoBlot Assays wurde eine indirekte Immunfluoreszenz durchgeführt, um die

Expression der retroviralen Proteine zu untersuchen. Zu diesem Zweck wurden Paraffin-

schnitte verschiedener Gewebe von neugeborenen und adulten Tieren der Linien 404 und

405 mit Antikörpern gegen Gag (α-Gag) und Rec-Corf (α-Corf) inkubiert.

3.2.3.2.1 Gewebe neugeborener Tiere

Im Gewebe junger Mäuse (18 Tage alt) der Linien 404 (Abbildung 3-21) und 405 (Daten

nicht gezeigt) konnte die Bildung von Gag in Nieren, Leber und Lunge nachgewiesen wer-

den. Die Gag-positiven Signale waren dabei an keine Zellstruktur assoziiert, sondern viel-

mehr im gesamten Bereich des Zytoplasmas verteilt. Bei Behandlung der Gewebe mit Prä-

immunserum konnte eine Detektion Gag-positiver Signale nicht erfolgen (Abbildung 3-21,

Insert I), ebensowenig bei Inkubation von Geweben nicht-transgener Tiere mit α-Gag (Abbil-

dung 3-21, Insert II).

Im Gegensatz zu Gag konnte die Expression von Rec-Corf in den transgenen Jungtieren

nicht nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Die Eignung des α-Corf Antikörpers

konnte durch den Nachweis von Rec-Corf in GH Zellen demonstriert werden (Daten nicht

gezeigt).

Abbildung 3-21: Indirekte Immunfluoreszenz zum Nachweis der Gag Expression. Zur
Analyse wurden Paraffinschnitte von Niere (A), Leber (B) und Lunge (C) neugeborener Mäu-
se der Linie 404 verwendet. Die Schnitte wurden mit α-Gag inkubiert, ebenso mit dem ent-
sprechenden Präimmunserum (Insert I). Als Negativkontrolle diente das Gewebe einer nicht-
transgenen Maus, das mit α-Gag inkubiert wurde (Insert II). Maßstab, 50 µm.
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3.2.3.2.2 Gewebe adulter Tiere

Bei adulten weiblichen Tieren der Linien 404 und 405 konnte eine Expression der retrovira-

len Proteine in keinem der untersuchten Gewebe (Niere, Leber und Lunge) nachgewiesen

werden (Daten nicht gezeigt). Dies galt sowohl für die Gag-Expression als auch für die Ex-

pression des Rec-Corf Proteins. Im Gegensatz dazu war eine starke Gag Expression im

Gewebe eines Mamma-Adenokarzinoms, das von einer Maus der Linie 404 (Alter: 637 Tage)

ausgebildet wurde, zu detektieren (Abbildung 3-21). Die Gag-positiven Signale waren dabei

im gesamten Gewebe zu lokalisieren und keinem zellulären Element zuzuordnen.

Abbildung 3-22: Indirekte Immunfluores-
zenz zum Nachweis der Gag Expression.
Zur Analyse wurden Paraffinschnitte eines
Mamma-Adenokarzinoms einer adulten Maus
der Linie 404 verwendet. Die Schnitte wurden
mit α-Gag inkubiert, ebenso mit dem entspre-
chenden Präimmunserum (Insert I). Maßstab,
50 µm.

3.2.4 Phänotyp der transgenen Mäuse

Während der Etablierung der transgenen Linien wurden Tiere, die natürlicherweise in hohem

Alter verstorben waren oder Tiere, die aufgrund schwerwiegender gesundheitlicher Probleme

abgesetzt wurden, hinsichtlich anatomischer oder histologischer Auffälligkeiten und Beson-

derheiten untersucht. In diesen Tieren, die alle transgenen Linien repräsentierten, ergaben

die Autopsien keinerlei signifikanten Auffälligkeiten. Die Ausbildung von Tumoren konnte

stets auf das hohe Alter des jeweiligen Individuums zurückgeführt werden. Die transgenen

Tiere zeigten demnach einen normalen Phänotyp, zudem eine unveränderte Lebenserwar-

tung sowie ein gewöhnliches Reproduktionsverhalten.

I
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4 Diskussion

4.1 Transkriptionelle Regulation von PERV und deren Adapta-
tion an ein xenotropes humanes Wirtssystem

4.1.1 PERV LTRs: Verteilung im Genom sowie Struktur und Aufbau

Eine Southern Blot Analyse diente dazu, die Verteilung von PERV LTRs im porzinen Genom

sowie in infizierten humanen Zellen zu untersuchen (Abbildung 3-1). Dabei zeigte sich nach

HincII-Restriktion für das Genom des Minischweins sowie der Deutschen Landrasse ebenso

eine gleichmäßige Verteilung der LTRs wie für das Genom der porzinen Nierenzellinie PK15.

Für das Genom der Deutschen Landrasse wurde die Existenz von ca. 50 PERV-Proviren

nachgewiesen, von denen lediglich sechs Proviren ein intaktes Genom besitzen (Herring et

al. 2001, Niebert et al. 2002). Der durchgeführte Southern Blot zeigt die Existenz von unge-

fähr 700 LTRs im porzinen Genom. Die LTR stellt den retroviralen Promotor dar und flankiert

als dupliziertes Element beiderseits das integrierte Provirus. Im Gegensatz zu HERV-K, für

das ungefähr 25.000 solitäre LTRs im humanen Genom vermutet werden (Leib-Mösch et al.

1993), kann daher bei PERV nicht von der Existenz zahlreicher solitärer LTRs, die ohne pro-

viralen Kontext im Genom des Schweines verteilt sind, ausgegangen werden. Das Genom

humaner 293 Zellen, die mit der porzinen Zellinie PK15 ko-kultiviert wurden, zeigt im Gegen-

satz zu PK15 Zellen die Existenz von PERV LTRs an lediglich einem distinktem Genort. Die-

se Beobachtung ist auf die Infektion mit von PK15 Zellen freigesetzten PERV Virionen zu-

rückzuführen.

Eine komplette retrovirale LTR besteht aus den Regionen U3, R und U5 (Coffin 1996, Rab-

son & Graves 1997). Die in dieser Arbeit untersuchten PERV LTRs zeigten diesen grund-

sätzlichen Aufbau (Abbildung 3-2). Dabei wies die Region U5 und insbesondere die R-

Region eine große Homologie zu den entsprechenden Regionen eines anhand von Se-

quenzabgleichen konstruierten typischen C-Typ Retrovirus der Säuger auf (Chen et al.

1984). Homologien zu hochkonservierten Sequenzen (Chen et al. 1984, Golemis et al. 1990)

konnten in der U3-Region dagegen nur im Bereich der äußersten Enden festgestellt werden.

Das Kernelement der meisten Promotoren einschließlich derer aller Retroviren ist die TATA-

Box, welche die initiale Bindung der RNA Polymerase an die DNA vermittelt (Rabson & Gra-

ves 1997). Die TATA-Box ist bei allen untersuchten PERV LTRs nahe dem 3'-Ende der U3

Region lokalisiert (Abbildung 3-2).

Die LTRs der PERV Molekularklone, die aus infizierten humanen Zellen der Zellinie 293 iso-

liert wurden (Czauderna et al. 2000) wiesen als besonderes Merkmal die Existenz einer Re-

peatbox innerhalb der U3-Region auf. Diese Repeatbox besteht aus 39-bp Repeats in ver-
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schiedener Anzahl, von denen jedes wiederum aus einem 18-bp Subrepeat und einem 21-bp

Subrepeat aufgebaut ist (Abbildung 3-2). Die Existenz von Repeatelementen in viralen Pro-

motoren ist seit langem bekannt (Fan 1990). So trägt der SV40 Promotor beispielsweise ein

72-bp Duplikat (Haegmann & Fiers 1980), die U3-Region von MoMulV beinhaltet Repeats

zwischen 58 bp und 100 bp Länge (van Beveren et al. 1982), die von HTLV-I und HTLV-II

trägt drei Kopien eines 21-bp langen Elements (Shimotohno et al. 1984, Paskalis et al.

1986), während die MDEV LTR mehr als sechs Kopien eines 80–bp langen Sequenzab-

schnittes aufweist (Wolgamot & Miller 1999).

4.1.2 Adaptation der Promotorstruktur an den xenotropen Wirt

Die replikationskompetenten Molekularklone 293-PERV-B(33)/ATG und 293-PERV-B(43)

(Czauderna et al. 2000) wurden für eine serielle Passagierung in der humanen Nierenzellinie

293 verwendet. Nach einer initialen Transfektion wurden Überstände produktiv infizierter

Zellen alle vier Wochen auf frische 293 Zellen übertragen. Im Verlauf der seriellen Passagie-

rung konnte dabei eine schnelle Adaptation an das neue Wirtssystem auf der Ebene der

transkriptionellen Regulation festgestellt werden.

Ausgehend von den Klonen 293-PERV-B(33), dessen LTR eine Repeatbox bestehend aus

vier 39-bp Repeats beinhaltet, und 293-PERV-B(43) (2-fach 39-bp Repeat) konnten provirale

LTRs mit amplizierter oder reduzierter Repeatzahl nachgewiesen werden (Abbildung 3-3).

Zwei dieser LTRs, 293-PERV-B(43)-746 (5-fach 39-bp Repeat) und 293-PERV-B(43)-590 (1-

fach 39-bp Repeat), konnten keinem Provirus oder Molekularklon zugeordnet werden und

waren bis dato unbekannt. Daneben konnte die Bildung einer LTR, die identisch zu der des

Molekularklons 293-PERV-A(42) (3-fach 39-bp Repeat) war, ebenfalls nachgewiesen wer-

den. Die Vervielfältigung spezifischer U3 Elemente der PERV LTR und deren Anordnung als

Repeats ist dabei keine Folge der Passagierung in humanen Zellen. So zeigte die Analyse

des Genoms der Deutschen Landrasse mittels BAC Klonen sowohl die Existenz einer kom-

pletten PERV-B Provirus-Sequenz [Bac-PERV-B(192B9)], deren LTR nahezu identisch mit

der des Molekularklons 293-PERV-A(42) ist und daher ein 3-fach 39-bp Repeat beinhaltet,

als auch das Vorhandensein einer kompletten PERV-A Provirus-Sequenz [Bac-PERV-

A(463H12)], die, analog zu der LTR des Molekularklons 293-PERV-B(43), ein 2-fach 39-bp

Repeat trägt (Niebert et al. 2002). Darüber hinaus zeigte ein Klon [PK15-PERV-B(213)], der

aus porzinen PK15 Zellen isoliert wurde, eine LTR, die mit 2-fach 39-bp Repeat identisch zu

der des Molekularklons 293-PERV-B(43) ist (Krach et al. 2001).

Demnach stellt nicht etwa die Ausbildung der U3 Repeats eine Adaptation an den neuen

xenotropen Wirt dar, sondern vielmehr die Modulation der Anzahl dieser Repeats. Dabei

werden offensichtlich LTRs einer bestimmten Länge und damit einer definierten Repeatzahl
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bevorzugt generiert (Abbildung 3-3A und B, Spuren 5), welche möglicherweise die für die

Replikation in den humanen 293 Zellen optimale Anzahl an 39-bp Repeats beinhalten. Die

Aktivität der PERV LTR nimmt in 293 Zellen in vitro mit der Anzahl der Repeats zu (Abbil-

dung 3-7A). Berücksichtigt man die Anhäufung von LTRs mit moderater Repeatzahl in den

späteren Passagierungszyklen, scheint eine stark verlängerte LTR jedoch negative Auswir-

kungen auf die Replikation des Retrovirus zu haben. Eine negative Selektion hinsichtlich der

Repeatzahl ist beispielsweise durch eine übermäßige Nutzung zellulärer Transkriptionsme-

diatoren (z.B. Transkriptionsfaktoren) seitens des Retrovirus vorstellbar, welche zu einer Be-

einträchtigung der zellulären Lebensfähigkeit führen könnte. So gelang es nicht, einen Luci-

ferase-Vektor mit einer artifiziell verlängerte LTR mit 10-fach 39-bp Repeat stabil in 293 Zel-

len zu etablieren. Im Gegensatz zu einer CMV-Promotor vermittelten Luciferase-Expression

zeigten die transfizierten Zellen hierbei deutliche Anzeichen einer Schädigung, so daß die

Kultur nur wenige Tage überlebte (Daten nicht gezeigt).

Durch eine stark verlängerte LTR können weiterhin Interferenzen bei der Verpackung der

viralen mRNA in das Viruspartikel auftreten, wie sie für MLV beschrieben wurden (Martiney

et al. 1999). Hinsichtlich der geringen Länge der Repeats von lediglich 39 bp scheint dieser

Mechanismus jedoch eher unwahrscheinlich (Coffin, unveröffentlicht). Neben der Regulation

der Transkription ist die U3 Region auch an der Integration in die Wirts-DNA beteiligt (Shi-

motohno & Temin 1982). Da eine 80-bp Insertion in die U3 Region des RSV keinerlei Aus-

wirkung auf diesen Vorgang hat (Shimotohno & Temin 1982), kann ein negativer Effekt durch

die Multimerisierung eines 39-bp Repeats bei PERV als unwahrscheinlich angesehen wer-

den. Die mehrheitliche Bildung von LTRs mit 2-fach oder 3-fach 39-bp Repeat am Ende der

seriellen Passagierung stellt damit offensichtlich einen Kompromiß dar, der eine möglichst

starke Transkription der viralen Gene bei gerade ausreichender Lebensfähigkeit der Zellen

erlaubt und somit die maximale Replikation des Virus ermöglicht.

Der Mechanismus der Repeatvervielfältigung ist unbekannt. Eine Modell, das auch für PERV

gültig sein könnte, beschreibt das "Verrutschen" (slippage) der RT, das leicht zur Generie-

rung von Genomen unterschiedlicher Repeatzahl führen kann (Martiney et al. 1999). Wahr-

scheinlicher jedoch ist ein Modell, das von einem homologen Misannealing der RT ausgeht

(Lenz, unveröffentlicht) und für MDEV beschrieben wurde (Wolgamot et al. 1999). Voraus-

setzung hierfür ist die Existenz kurzer Repeatsequenzen, die den eigentlichen Repeat flan-

kieren und als Initiationspunkt der Vervielfältigung dienen. Im Falle der PERV LTR ist dies

durch den solitären 18-bp Subrepeat gegebenen, der stromabwärts direkt an die eigentliche

Repeatbox anschließt (Abbildung 3-2). Da dieser mit einem 18-bp Subrepeat beginnt, wird

die Repeatbox von zwei identischen Repeatelementen flankiert. Eine Duplizierung von Se-

quenzen, die beiderseits von kurzen Repeats flankiert werden, wurde für RSV beschrieben

(Shimotohno & Temin 1982).
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In Übereinstimmung zu MDEV, bei dem die Ausbildung und Vervielfältigung von U3 Repea-

telementen bereits kurz nach dessen Aktivierung zu beobachten war (Wolgamot et al. 1999),

ereignete sich die Vervielfältigung bzw. Reduktion der PERV Repeatzahl ebenfalls innerhalb

der ersten vier Wochen der seriellen Passagierung (Abbildung 3-3A und B, Spuren 1). Im

Gegensatz zu MDEV war dabei keinerlei Mutation innerhalb der Sequenz festzustellen.

4.1.3 Vergleich der Provirusbelastung und Virionenfreisetzung in porzi-
nen und infizierten humanen Zellen

Die Fähigkeit von PERV, in-vitro humane Zellen produktiv zu infizieren ist seit längerem be-

kannt und konnte in zahlreichen Infektionsstudien nachgewiesen werden (Patience et al.

1997, Martin et al. 1998, Wilson et al. 1998, Wilson et al. 2000). Überraschenderweise ist

bislang jedoch nur die indirekte Quantifizierung der freigesetzten Virionen mittels RT-Test gut

etabliert (Patience et al. 1997, Wilson et al. 1998, Czauderna et al. 2001), wohingegen Ver-

fahren zur direkten Quantifizierung mittels Real-Time PCR kaum beschrieben worden sind

(Powell et al. 2000). Aus diesem Grund wurde eine Real-Time PCR zur Quantifizierung der

proviralen Kopien in infizierten Zellen ebenso etabliert, wie zur Bestimmung der Zellzahl

durch Amplifikation des in einfacher Kopie vorliegenden Haushaltsgens PBGD (Tabelle 3-1).

Durch diese Messungen war es möglich, die provirale Belastung zu bestimmen. Eine quan-

titative One-Step RT-PCR wurde etabliert, um die Anzahl der von infizierten Zellen freige-

setzten Virionen zu bestimmen (Tabelle 3-1). Die PCRs basierten auf der unspezifischen

Bindung des Farbstoffes SYBR Green I an das doppelsträngige Amplifikat (Wittwer et al.

1997) und wurden mit dem LightCycler Instrument durchgeführt.

Durch die Verwendung von Primern, die gegen das humane PBGD gerichtet waren, ergab

die PCR auf der genomischen DNA der porzinen Zellinie PK15 kein spezifisches PCR-Pro-

dukt. Die ermittelte Zellzahl in Tabelle 3-1 basierte auf der Untersuchung einer BAC-

Bibliothek des Genoms eines Individuums der Deutschen Landrasse, in der 13 PERV Provi-

ren pro haploidem chromosomalem Satz nachgewiesen werden konnten, die, teilweise trun-

kiert, zumindest das pro/pol-Gen trugen (Niebert et al. 2002). Ausgehend von der Anzahl

proviraler Kopien in dieser Zellinie, die mittels quantitativer PCR unter Verwendung pro/pol-

spezifischer Primer bestimmt wurde, konnte somit die Zellzahl kalkuliert werden. Da jedoch

das Genom lediglich eines Individuums untersucht wurde, kann nur ein ungefährer Wert an-

gegeben werden, da eine Variation zwischen verschiedenen Individuen und zwischen dem

Genom des Schweines und einer porzinen Zellinie wahrscheinlich ist. Die Effizienz der

PERV-PCR sowie der PBGD-PCR war annähernd identisch, so daß die Ergebnisse direkt in

Relation zueinander gesetzt und die provirale Belastung berechnet werden konnte.
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In der Zellinie 293/PERV-PK (Patience et al. 1997), bestehend aus produktiv mit von der

porzinen Zellinie PK15 freigesetzten PERV-Virionen infizierten 293 Zellen, konnten 2,01�104

PERV DNA Kopien in 106 Zellen nachgewiesen werden. In der Zellinie 293/PERV-B(33), die

aus 293 Zellen besteht, welche produktiv mit dem Molekularklon 293-PERV-B(33)/ATG

(Czauderna et al. 2000) infiziert wurden, lagen 9,61�103 PERV DNA Kopien in 106 Zellen vor.

Für die genomische DNA uninfizierter 293 Zellen ergab die PCR nach Auswertung der

Schmelzkurvenanalyse (Abbildung 3-4B) lediglich fehlerhafte Produkte, so daß die Detektion

falschpositiver Signale ausgeschlossen werden konnte. Ausgehend von der bereits be-

schriebenen Analyse der BAC-Klone kann für die porzine Zellinie PK15 eine provirale Bela-

stung von ~26�106 Proviren je 106 Zellen kalkuliert werden.

Bereits publizierte Angaben zu proviralen Belastungen anderer Retroviren können aufgrund

der Verwendung verschiedener Detektionsmethoden oder unterschiedlicher PCR-Ansätze

für den LightCycler und der daraus resultierenden unterschiedlichen Sensitivität nur indirekt

mit den in dieser Arbeit vorliegenden Ergebnissen verglichen werden. So entsprach die pro-

virale Belastung in PERV-infizierten 293 Zellen in etwa jener von HIV-1 in PBMCs seropositi-

ver, unbehandelter Patienten (Ibanez et al. 1999), welche mittels quantitativer Nested-PCR

unter Verwendung einer den Endpunkt limitierenden Verdünnung bestimmt wurde. Für HIV-2

wurde mittels LightCycler-PCR eine provirale Belastung von 2,10�103 provirale Kopien je 106

PBMCs detektiert (Damond et al. 2001). Für HTLV-1 betrug die per TaqMan PCR detektierte

mittlere provirale Belastung asymptotisch monoinfizierter Personen 6,80�103 provirale Kopien

je 106 PBMCs und 5,80�104 provirale Kopien je 106 PBMCs in monoinfizierten Personen mit

HTLV-1 assoziierter spastischer Paraparese (Cesaire et al. 2001). Patienten mit HTLV-1

assoziierter adulter T-Zell Leukämie trugen dagegen bis zu 3�106 provirale Kopien je 106 mo-

nonukleärer Zellen, welche per LightCycler PCR quantifiziert wurden (Kamihara et al. 2000).

Mit Ausnahme des letztgenannten Zitates wurde für PERV eine provirale Belastung detek-

tiert, die in etwa der anderer Retroviren entspricht.

Die retrovirale Infektion einer Zelle verhindert eine erneute Infektion der gleichen Zelle durch

Retroviren, die den gleichen Rezeptor nutzen (Hunter 1997). Schließt man eine Superinfekti-

on, also die Infektion durch mehrere Viren, aus, kann daher für 293/PERV-B(33) Zellen, die

definitiv mit einem PERV-B Molekularklon infiziert wurden, von einem integriertem Provirus je

Zelle ausgegangen werden. Demzufolge waren in dieser Kultur 0,96% aller Zellen durch

PERV infiziert. Die Zellen der Linie 293/PERV-PK wurden mit einem Gemisch verschiedener

PERV infiziert, die sowohl PERV-A als auch PERV-B angehören können und damit zwei

unterschiedliche Rezeptoren nutzen. Demnach ist es möglich, daß die Zellen dieser Kultur

auch zwei integrierte Proviren tragen könnten, wonach zwischen 1,00% und 2,01% der Zel-

len infiziert wären. Weiterhin kann die Existenz nicht-integrierter viraler DNA (unintegrated

viral DNA, UVD) nicht ausgeschlossen werden, welche obligatorisch für den Replikations-
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zyklus von Retroviren zu sein scheint (Mullins et al. 1986). Diesbezüglich könnte der Anteil

tatsächlich infizierter Zellen auch geringer ausfallen.

Die detektierte Zahl von PERV RNA Kopien im Überstand infizierter Zellen lag zwischen

1,30�104 Kopien/µl für porzine PK-15 Zellen und 4,18�104 Kopien/µl für 293-PERV-B(33)

Zellen. Im Überstand uninfizierter 293 Zellen ergab die PCR nach Auswertung der Schmelz-

kurvenanalyse (Abbildung 3-6B) lediglich fehlerhafte Produkte, so daß die Detektion falsch-

positiver Signale ausgeschlossen werden konnte. Beim Vergleich dieser Daten mit publi-

zierten Ergebnissen, die mit anderen Detektionsverfahren ermittelt wurden, zeigt sich deut-

lich die Schwierigkeit einer Bewertung. So wurden für die HIV-1 infizierte Zellinie HUT4-3

mittels quantitativer radioaktiv-kompetetiver PCR zwischen 1,20�103 und 1,68�104 HIV-1

RNA Kopien/µl detektiert (Gratzl et al. 1997). Demzufolge hätten PERV und HIV-1 ein nahe-

zu identisches Replikationspotential, eine Schlußfolgerung die in dieser Weise wohl eher

nicht realistisch ist (Weiss 1998). Dennoch kann PERV als potentes Virus hinsichtlich der

Transkription der retroviralen Gene sowie der Partikelzusammenlagerung und –freisetzung

betrachtet werden. Diese Vermutung wird durch die Untersuchungen bezüglich der Stärke

des PERV Promotors unterstützt (siehe 3.1.5).

Ausgehend von der RNA Kopienzahl wurde unter Berücksichtigung des diploiden RNA Ge-

noms der Retroviren (Coffin 1996) die Anzahl der von einer infizierten Zelle freigesetzten

Virionen berechnet. Jede infizierte Zelle der Linie 293/PERV-PK setzte demnach zum Meß-

zeitpunkt zwischen 1,59 Virionen (bei einfacher Infektion) und 3,18 Virionen (bei simultaner

Infektion durch PERV-A und PERV-B) frei. Im Gegensatz dazu wurden von jeder infizierten

Zelle der Linie 293/PERV-B(33) 4,51 Virionen freigesetzt, womit die Virusfreisetzung bei die-

sen Zellen, die mit einem definierten Molekularklon infiziert wurden, um den Faktor 2,8 bzw.

1,4 gegenüber Zellen, die mit einem Gemisch verschiedener PERV infiziert waren, erhöht ist.

Die LTR des Molekularklons 293-PERV-B(33) trägt mit vier Kopien des 39-bp Repeats (Ab-

bildung 3-2) die längste Repeatbox aller bekannten PERV Klone und zeigt im Reportergen-

Assay eine deutlich erhöhte LTR Aktivität (siehe 3.1.5). Damit existiert offensichtlich ein di-

rekter Zusammenhang zwischen der Promotorstärke und der Virusproduktion, so daß Zellen

der Linie 293/PERV-B(33) aufgrund der konstant hohen LTR Aktivität deutlich mehr Virus-

partikel produzieren und freisetzen als 293/PERV-PK Zellen.

Ausgehend von der geschätzten Anzahl porziner PK15 Zellen (siehe oben) ergab sich für

diese Zellinie eine Virionenbildung von 7,28 Partikeln pro Zelle. Wie beschrieben wurden drei

verschiedene Molekularklone, 293-PERV-B(33), 293-PERV-A(42) und 293-PERV-B(43) aus

infizierten, mit PK15 Zellen kokultivierten humanen 293 Zellen isoliert, deren LTRs eine

Repeatstruktur aufwiesen (Czauderna et al. 2000). Aus einer genomischen PK15 Bibliothek

gelang die Isolation von zwei Molekularklonen, die zu zwei dieser Klone [293-PERV-A(42)

und 293-PERV-B(43)] identisch waren, darüberhinaus wurden weiter drei Molekularklone



Diskussion 78

identifiziert, die sich von diesen insbesondere auch in der LTR Struktur unterschieden (Krach

et al. 2001). Demnach liegen im Genom dieser Zellinie zwei PERV Proviren vor, die aufgrund

ihrer LTR Struktur eine hohe transkriptionelle Aktivität zeigen, daneben drei Proviren, deren

LTR lediglich eine basale Aktivität aufweist (siehe 4.1.4). In Kombination werden ausgehend

von diesen fünf Proviren in der porzinen Zellinie mehr Partikel gebildet als von infizierten

humanen Zellinien, die, wie im Falle von 293/PERV-PK Zellen maximal zwei integrierte

PERV-Proviren beinhalten oder im Falle von 293/PERV-B(33) maximal ein integriertes

Provirus tragen.

4.1.4 Promotoraktivität der PERV LTR

Neben dem Vorhandensein PERV-spezifischer Rezeptoren (Takeuchi et al. 1998), die dem

rezeptorvermittelten Eintritt des Virus in die Wirtszelle dienen, stellt die Aktivität der PERV

LTR in dieser Zelle die Voraussetzung für eine produktive Infektion dar. Mittels eines dualen

Reportergen Assays wurde die Aktivität verschiedener nativer und artifiziell deletierter PERV

LTRs (Abbildung 3-2) im Vergleich zu der des SV40 Promotors und einer RSV LTR be-

stimmt. In verschiedenen humanen und anderen Säugerzellinien zeigten Repeat-tragende

PERV LTR [293-PERV-B(43)-746, 293-PERV-B(33), 293-PERV-A(42), 293-PERV-B(43),

293-PERV-B(43)-590] eine starke Promotoraktivität, während diese für nativ Repeat-lose

[PK15-PERV-A(58), PERV-C] und artifiziell deletierte LTRs [293-PERV-B(43)-∆, 293-PERV-

B(43)-Zero] deutlich reduziert war (Abbildung 3-7, Tabelle 3-2).

Ausgehend von Untersuchungen die mit SV40 (Benoit & Chambon 1981), MLV (Martiney et

al. 1999) und MDEV (Wolgamot & Miller 1999) durchgeführt wurden, ist zu vermuten, daß

die Verlängerung der PERV LTR bei gleichzeitiger Verstärkung der transkriptionellen Aktivi-

tät mit der Multimerisierung eines Enhancer-Elementes einhergeht. Die Existenz von Enhan-

cer-Elementen in mehrfacher Anzahl führte bei ALV und RSV ebenfalls zu einer erhöhten

Transkriptionsrate (Ruddell 1995). Bei den artifiziell deletierten, Repeat-losen LTR ist die

verbleibende Aktivität analog zum MoMuSV (Laimins et al. 1984) wahrscheinlich auf die Exi-

stenz weiterer regulatorischer Elemente zurückzuführen, die außerhalb der Repeatbox loka-

lisiert sind.

Im Gegensatz zu humanen, simianen und caninen Zellinien zeigte die 293-PERV-B(43)-Zero

LTR in der felinen Zellinie PG-4 sowie den porzinen Zellinien PK15 und ST-Iowa eine starke

Promotoraktivität, die vergleichbar zu der einer LTR mit 4-fach 39-bp Repeat war (Tabelle 3-

2). Offenbar kommen positiv regulatorische Effekte der Repeatbox in diesen Zellen erst dann

zum tragen, wenn ein Schwellenwert von 4-fach 39-bp Repeats überschritten wird, wie eine

nochmalige Zunahme der Aktivität der 293-PERV-B(43)-746 LTR mit 5-fach 39-bp Repeat

zeigte. Dieser Schwellenwert-Effekt könnte durch negativ regulatorische Elemente, die au-
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ßerhalb der Repeatbox liegen und die in diesen Zellen aktiv sind, hervorgerufen werden.

Solche suppressiven Elemente wurden bereits für MLV (Ch'ang et al. 1989) und MMTV

(Overhauser & Fan 1985) beschrieben.

Virale Promotoren und Enhancer von CMV (Boshart et al. 1985), RSV (Norton & Coffin 1987)

und SV40 (Benoist & Chambon 1981) stellen geeignete Elemente zur Durchführung von

Gentransfers oder der Genexpression dar (Zarrin et al. 1999). Unter Berücksichtigung der

Aktivitäten dieser Promotoren in lymphoiden B- oder T-Zellinien (Zarrin et al. 1999) scheinen

die untersuchten Repeat-tragenden PERV Promotoren ebenfalls für den Einsatz in der

Gentherapie, dem Gentransfer oder bei Anwendungen, die eine starke Expression erfordern,

geeignet zu sein. Ausgehend von der Beobachtung, daß die Aktivität der PERV LTR mit der

Repeatzahl zunimmt, wurde daher per PCR eine LTR generiert, in der der 39-bp Repeat 10-

fach vorhanden war [293-PERV-B(43)-1000 LTR]. In humanen Zellen zeigte diese LTR eine

nochmals verstärkte Aktivität gegenüber der bislang aktivsten LTR 293-PERV-B(43)-746

(Abbildung 3-10). In den Zellinien 293 und A3.01 wies die neue LTR eine höhere Aktivität auf

als der CMV Promotor, der als stärkster bekannter konstitutiver Promotor gilt (Boshart et al.

1985). Für Ansätze, in denen eine kurzzeitige Expression wünschenswert ist, stellt diese

293-PERV-B(43)-1000 LTR daher eine wirkungsvolle Alternative zum CMV Promotor dar.

Deren Eignung für Anwendungen in einer Langzeitexpression sollte mittels stabiler Transfek-

tion und Expression des Luciferase-Gens im Vergleich zum CMV Promotor untersucht wer-

den. Die 293-PERV-B(43)-1000 LTR transfizierten Zellen zeigten jedoch deutliche Anzeichen

einer Schädigung, so daß ein Vergleich nicht gezogen werden konnte (Daten nicht gezeigt,

siehe S. 75).

Wie bereits für JSRV (Palmarini et al. 2000), das Maedi-Visna Virus (Agnarsdóttir et al. 2000)

und RSV (Ruddell 1995) beschrieben wurde, determiniert die zellspezifische Aktivität einer

retroviralen LTR den viralen Zelltropismus. PERV-A und PERV-B, die von porzinen Zellen

freigesetzt werden, können in-vitro humane Zellen infizieren (Patience et al. 1997, Martin et

al. 1998, Wilson et al. 1998, Wilson et al. 2000, van der Laan et al. 2000). PERV-B Moleku-

larklone sind replikationskompetent in 293 Zellen (Czauderna et al. 2000), in geringerem

Maße auch in A3.01 Zellen (Fischer, unveröffentlicht), während PERV-A Molekularklone in

HeLa Zellen und D17 Zellen Replikationskompetenz aufweisen (Krach et al. 2001, Niebert et

al. 2002). Die PERV LTRs dieser Klone zeigten in den entsprechenden Zellen eine starke

Promotoraktivität, was neben der Existenz PERV-spezifischer Rezeptoren (Takeuchi et al.

1998) die Voraussetzung für eine produktive Infektion darstellt. Aufgrund der geringen LTR-

Aktivität in humanen MRC-5 Zellen können diese nicht infiziert werden (Fischer, unveröffent-

licht), darüber hinaus zeigten MRC-5 Zellen nur eine geringe Suszeptibilität gegenüber

pseudotypisiertem MLV (Takeuchi et al. 1998). Aufgrund fehlender PERV-Rezeptoren (Ta-

keuchi et al. 1998) wird die Zellinie Cos-7 trotz einer starken Aktivität der PERV LTR eben-
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falls replikationsdefizient sein. Die bifaktorielle Determination des Wirtstropismus wird am

Beispiel der felinen Zellinie PG-4 deutlich, welche ein hohes Replikationspotential für PERV-

A zeigt (Krach et al. 2001), obwohl die 293-PERV-A(42) LTR im Reportergen Assay in die-

sen Zellen keine signifikant erhöhte Aktivität gegenüber PERV-B LTRs aufwies.

4.1.5 Transkriptionelle Regulation der PERV Promotor-Aktivität

Nach Integration des Retrovirus in das Genom der Wirtszelle liegt dieses im Status eines

zellulären Gens vor (Vogt 1997) und ist somit für seine Replikation nahezu vollständig von

der zelleigenen Maschinerie der Genexpression abhängig (Rabson & Graves 1997). Zwar

unterstützt diese Strategie virale Genome, die nur für wenige Proteine kodieren, es müssen

jeoch gleichzeitig eine Vielzahl cis-aktiver Elemente die Mechanismen der zellulären Genex-

pression aktivieren und steuern, insbesondere die Initiierung der Transkription durch die zel-

luläre RNA Polymerase II (Rabson & Graves 1997). Das Kernelement der meisten Promoto-

ren, so auch der aller Retroviren inklusive PERV (Abbildung 3-2), ist die TATA-Box, an wel-

che in einem initialen Schritt verschiedene Proteine binden (TATA-Binding Protein, DNA-

Binding Polypeptide), die für die Anlagerung und Aktivierung der RNA Polymerase II essenti-

ell sind. Die durch diese basale Maschinerie initiierte Transkription wird durch regulatorische

Kontrollelemente moduliert, welche als Enhancer bezeichnet werden und meist stromauf-

wärts der TATA-Box in bis zu 1 kb Entfernung liegen (zusammengefaßt in Rabson & Graves

1997).

Ausgehend von der Beobachtung, daß die LTR-Aktivität der Repeat-tragenden 293-PERV-

B(43)-746 LTR 67-fach stärker ist als die der artifiziell Repeat-losen 293-PERV-B(43)-∆ LTR,

37-fach stärker als die der nativ Repeat-losen PK15-PERV-A(58) LTR und sogar 197-fach

stärker als die der ebenfalls nativ Repeat-losen PERV-C LTR, liegt der Schluß nahe, daß die

Repeatbox ein Enhancer-Element beinhaltet. Die Lokalisation von Enhancern innerhalb sol-

cher Repeats ist eine typische retrovirale Eigenschaft (Laimins et al. 1984, Fan 1990). Eben-

so wurde beschrieben, daß die Deletion dieser Elemente eine starke Reduktion der ur-

sprünglichen Promotoraktivität bewirkt (94% im Falle von RSV; Cullen et al. 1985). Um diese

Hypothese zu prüfen wurde untersucht, inwieweit die 4-fach 39-bp Repeatbox der 293-

PERV-B(33) LTR die Aktivität des SV40 Promotors in Abhängigkeit von Lage und Orientie-

rung beeinflußt (Abbildung 3-11). Die Repeatbox vermittelte dabei in 293 und A3.01 Zellen

eine erhöhte Aktivität des heterologen Promotors, unabhängig von der Lage und Orientie-

rung und im Falle der stromabwärts des luciferase-Gens klonierten Konstrukte über eine Di-

stanz von 2.200 bp hinweg. Die Repeatbox zeigt somit die klassischen Eigenschaften eines

Enhancers (Khoury & Gruss 1983, Dynan 1985, Picard 1985, Jeang & Khoury 1988, Black-
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wood & Kadonaga 1998). In beiden Zellinien bewirkte die Orientierung stromauf-

wärts/vorwärts die stärkste Aktivierung (Abbildung 3-11).

In HeLa Zellen konnte dagegen nur eine geringe Aktivierung für die beiden stromaufwärtigen

Konstrukte detektiert werden. In der Orientierung stromabwärts/vorwärts war die Aktivität

nahezu identisch zu der des solitären SV40 Promotors, während in der Orientierung strom-

abwärts/revers sogar eine Reduktion der Promotorstärke erfolgte (Abbildung 3-11). Ursache

hierfür könnte die per se starke Aktivität des SV40 Promotors in HeLa Zellen sein (Abbildung

3-7C), die, insbesondere durch den Transkriptionsfaktor SP1 stimuliert (Dynan & Tijan 1983),

keinen Spielraum für eine weitreichende Modulation seitens der PERV Repeatbox erlaubt.

Dennoch bleibt festzuhalten, daß die Aktivität des in diesen Zellen außerordentlich starken

SV40 Promotors durch die Repeatbox weiter erhöht werden konnte. In Übereinstimmung mit

der schwachen Aktivität der PERV LTRs in MRC-5 Zellen (Abbildung 3-7), hatte die LTR-

Repeatbox keinerlei Einfluß auf die Aktivität des SV40 Promotors (Abbildung 3-11).

Zusätzlich zu den Versuchen, die sich auf die Modulation des heterologen Promotors bezie-

hen, wurde der Einfluß der 4-fach 39-bp Repeatbox in Abhängigkeit von Lage und Orientie-

rung auf die homologe, artifiziell deletierte 293-PERV-B(43)-Zero LTR untersucht, die selbst

keine Repeat-Elemente beinhaltet (Abbildung 3-2B, 3-12). Da die Repeatbox direkt stromauf-

bzw. stromabwärts der Zero-LTR in beiden Orientierungen kloniert wurde, entsprachen die

neuen Konstrukte einer 293-PERV-B(33) LTR mit dislozierter Repeatbox. In allen getesteten

Zellinien bewirkte diese Repeatbox eine Steigerung der Aktivität der Deletionsmutante unab-

hängig von ihrer Lage und Orientierung was einen weiteren Nachweis der Enhancer-

Eigenschaften der Repeatbox darstellt. Im Gegensatz zum heterologen SV40 Promotor wur-

de die stärkste Aktivierung für die stromabwärts/revers angeordneten Konstrukte detektiert,

die in A3.01 Zellen 73,4% der Aktivität der 293-PERV-B(33) LTR erreichten, in 293 Zellen

57,3% und in HeLa Zellen 45,3%. Die geringste Aktivitätssteigerung war bei stromauf-

wärts/vorwärts-Konstrukten zu beobachten, in HeLa Zellen erreichten diese lediglich 20,7%

der 293-PERV-B(33) Aktivität, in A3.01 Zellen 13,7% und in 293 Zellen 12,7%. Demzufolge

spielt sowohl die Orientierung der Repeatbox als auch ihre Lage innerhalb der gesamten

LTR eine bedeutende Rolle für die Stärke des Promotors. Die offensichtlichen Folgen einer

räumlichen Neugruppierung ("spacing") können mit einer Abschwächung des Enhancers

erklärt werden ("enhancer silencing"; Bonifer 2000).

Die 4-fach 39-bp Repeatbox selbst zeigte eine schwache Promotoraktivität, sobald sie in den

Promotor-losen Luciferase-Vektor pGL3 Basic stromaufwärts des luciferase-Gens in beiden

Orientierungen kloniert wurde. Eine schwache Initiation der Transkription in Abwesenheit des

eigentlichen Promotors ist eine kennzeichnende Eigenschaft von Enhancer-Elementen (Lang

& Spandidos 1986) und wurde bereits für den SV40 72-bp Repeat beschrieben (Moreau et
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al. 1981, Wasylyk et al. 1983), ebenso für den Enhancer des BPV (Campo et al. 1983) und

des MoMuSV (Lang et al. 1983).

Um weitere transkriptionell regulatorische Elemente innerhalb der PERV LTR zu lokalisieren,

wurden ausgehend von der 293-PERV-B(33) LTR artifiziell veränderte LTRs hergestellt, bei

denen komplette Strukturelemente per PCR deletiert waren (Abbildung 3-8). Diese zeigten in

humanen (293, A3.01, HeLa) und porzinen (PK15) Zellen Promotoraktivitäten, die sich teil-

weise signifikant von denen der nativen LTR unterschieden (Tabelle 3-2).

Da die Mehrheit der cis-aktiven Elemente in der U3 Region lokalisiert ist (Rabson & Graves

1997), führt die komplette Deletion dieser Region [293-PERV-B(33)-∆E] folgerichtig zu einem

kompletten Verlust der Promotoraktivität, die Reportergenexpression liegt im Bereich der

Negativkontrolle pGL3 Basic. Wie bereits beschrieben, führt die Deletion des in der Repeat-

box lokalisierten retroviralen Enhancers [293-PERV-B(43)-Zero] zu einer signifikanten Re-

duktion der Promotorstärke in allen getesteten humanen Zellinien (siehe 4.1.4). Dieser Effekt

kann durch eine zusätzliche Deletion der U3 Bereiche, welche stromaufwärts der Repeatbox

lokalisiert sind [293-PERV-B(33)-∆B], potenziert werden. Diese Phänomen war bei allen hu-

manen Zellen zu detektieren, aber auch in der porzinen Zellinie PK15, bei welcher die allei-

nige Deletion der Repeatbox keinerlei Auswirkungen auf die Promotorstärke hatte. In diesen

Zellen führte die Deletion aller U3 Elemente mit Ausnahme der Repeatbox [293-PERV-

B(33)-∆F] ebenfalls zu einer Verminderung der LTR Aktivität. Ausgehend von diesen Beob-

achtungen ist zu vermuten, daß neben dem Enhancer und der stromabwärts davon lokali-

sierten TATA-Box noch weitere cis-aktive Elemente in der U3 Region stromaufwärts der Re-

peatbox lokalisiert sind. Diese Vermutung wird durch die Ergebnisse der statistischen

Transkriptionsfaktor Analyse bestätigt (Abbildung 3-15), welche zahlreiche Bindungsstellen

in diesem Bereich offenbarte.

Nach Deletion der R-Region [293-PERV-B(33)-∆G] war in allen Zellen eine signifikante Zu-

nahme der Promotorstärke festzustellen, ebenso nach Deletion der R- und U5-Regionen

[293-PERV-B(33)-∆D] in den Zellinien 293 und A3.01. Im proviralen Kontext ist die R Region

mit dem Beginn der Transkription innerhalb der 5'-LTR assoziiert (Rabson & Graves 1997).

Sequenzabschnitte dieser Region im Genom komplexer Retroviren, die wie HIV-1 (Hauber &

Cullen 1988), HTLV-1 (Inoue et al. 1987) und BLV (Derse & Casey 1986) für Transaktivato-

ren kodieren, beinhalten Bindungssequenzen für den jeweiligen Transaktivator. Folgerichtig

führt die Deletion der R-Region bei HTLV-1 (Ohtani et al. 1987) und BLV (Derse & Casey

1986) zu verminderter Expression eines Reportergens, während Mutationen innerhalb der

HIV-1 R-Region die basale Transkriptionsaktivität verringerte (Hauber & Cullen 1988). In

Übereinstimmung zu PERV kodiert MLV nicht für transaktivierende Proteine (Cupelli & Lenz

1991, Czauderna et al. 2000). Dennoch führt eine Deletion der MLV R-Region zu einer Ab-

nahme der entsprechenden LTR Aktivität (Cupelli & Lenz 1991), die mit dem Verlust des R
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Region Stem Loop (RSL) in Zusammenhang gebracht wird. Dieser ist am 5'-Ende der R-

Region zahlreicher Säuger-C-Typ-Retroviren lokalisiert (Cupelli et al. 1998, Trubetskoy et al.

1999) und dient der postranskriptionellen zytoplasmatischen Akkumulation ungespleißter

mRNA und ist so an Vermittlung der LTR Aktivität beteiligt (Trubetskoy et al. 1999). Die Nu-

kleotide, welche durch Basenpaarung die Ausbildung des RSL-Stammes bewerkstelligen,

sind bei MLV, FeLV und C-Typ Retroviren im allgemeinen konserviert (Cupelli & Lenz 1991).

Die entsprechenden Nukleotide der PERV LTR variieren dagegen deutlich zu diesen konser-

vierten Sequenzen, so daß der berechnete Stem Loop sich in Größe und Form unterscheidet

(Abbildung 3-9). Vorstellbar wäre demzufolge, daß dieser Stem Loop aufgrund struktureller

Unterschiede nicht die gleiche Bedeutung für die transkriptionelle Regulation hat wie der

RSL anderer C-Typ Retroviren und daher dessen Verlust keine Verringerung der LTR Akti-

vität bedingt. Andererseits kann davon ausgegangen werden, daß innerhalb der R-Region

starke inhibitorische Elemente lokalisiert sind, deren Deletion zu einem starken Anstieg der

transkriptionellen Aktivität führt. Solche Inhibitoren wurden bereits für die HTLV-1 LTR be-

schrieben, wo eine unkonventionelle Interaktion eines CREB-Faktors mit der R-Region eine

Suppression der Aktivität hervorruft (Xu et al. 1994). Die Analyse potentieller Bindungsstellen

für Transkriptionsfaktoren innerhalb der PERV R-Region fiel negativ aus, es konnten keine

Bindungsstellen mit einer Sequenzhomologie von über 95% detektiert werden (Daten nicht

gezeigt). Für die R Regionen des MMTV sowie des BLV konnten Elemente, welche die

Transkriptionsrate erhöhen, nachgewiesen werden (Pierce et al. 1993, Kiss-Tóth & Unk

1994). Ausgehend von der Aktivitätszunahme nach Deletion der R Region bei PERV kann

davon ausgegangen werden, daß solche stromabwärts des Transkriptionsstartpunktes (cap)

lokalisierte Elemente in der PERV LTR nicht vorhanden sind.

Retroviren nutzen für ihre Replikation ein breites Spektrum zellulärer Transkriptionsfaktoren,

die sich, ubiquitär oder zellspezifisch exprimiert, von Virus zu Virus unterscheiden und damit

dessen einzigartigen Replikationsmechanismus ermöglichen. Transkriptionsfaktoren können

sowohl für die Ausbildung als auch für die Stabilisierung des initialen RNA Polymerase-DNA-

Komplexes verantwortlich sein, ebenso für eine Neuanordnung der Chromatinstruktur (Rab-

son & Graves 1997). Putative Transkriptionsfaktor Bindungsstellen innerhalb der U3 Region

der Repeat-tragenden PERV LTRs wurden durch eine statistische Analyse lokalisiert (Abbil-

dung 3-15). Die transkriptionelle Aktivität der PERV LTR wird nahezu ausschließlich durch

den in der Repeatbox lokalisierten Enhancer vermittelt (siehe 4.1.4). Enhancer tragen übli-

cherweise Bindungsstellen für Proteine, welche regulierend in die Transkription eingreifen

(Blackwood & Kadonaga 1998). Folgerichtig ergab die Transkriptionsfaktor-Analyse putative

Bindungsstellen für den CCAAT-bindenden Transkriptionsfaktor NF-Y innerhalb eines jeden

39-bp Repeats (Abbildung 3-15). Die spezifische Bindung von Zellkernproteinen aus der

Zellinie 293 an diese Sequenzabschnitte konnte mittels EMSA unter Verwendung kurzer
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Oligonukleotide, welche die putative Bindungsstelle beinhalteten, gezeigt werden, wobei es

zur Ausbildung vier distinkter DNA-Protein-Komplexe kam (Abbildung 3-16). Durch Verwen-

dung von Antikörpern, die spezifisch gegen die drei Untereinheiten von NF-Y gerichtet wa-

ren, konnte in Supershift-Experimenten gezeigt werden, daß das im EMSA detektierte Ban-

denmuster in der Tat auf eine Bindung von NF-Y an die Repeatsequenz der PERV LTR zu-

rückzuführen war (Abbildung 3-17). Die Ausbildung eines Supershifts erfolgte bei Verwen-

dung von Zellkernextrakten aller getesteten Zellinien mit Ausnahme der humanen Zellinie

MRC-5.

Der Nucleus Factor Y (NF-Y) wird auch als CCAAT-binding Factor (CBF) bezeichnet und

stellt einen ubiquitären, hochkonservierten heterotrimeren Transkriptionsfaktor dar (Maity &

de Crombrugghe 1998, Mantovani 1998). Die differenzierte Expression der drei NF-Y Unter-

einheiten (A, B und C) sowie zellspezifische Unterschiede bei der Synthese der Untereinheit

A können in einzelnen Zellen jedoch zu variablen Aktivitäten führen (Marziali et al. 1999). Die

wie Histone gefalteten Untereinheiten NF-Y-B und NF-Y-C bilden ein Heterodimer, die ei-

gentliche DNA Bindung kann jedoch nur durch das Heterotrimer, das sich durch Interaktion

von NF-Y-A mit dem NF-Y-B/NF-Y-C Heterodimer ausbildet, erfolgen (Liang & Maity 1998,

Maity & de Crombrugghe 1998, Mantovani 1998). In MRC-5 Zellen konnte eine mögliche

Interaktion von NF-Y mit der PERV LTR Repeatsequenz nicht nachgewiesen werden. Über-

einstimmend zeigten die LTRs in diesen Zellen lediglich eine basale Aktivität, der heterologe

SV40 Promotors war durch die Repeatbox nicht zu beeinflussen. Da alle drei NF-Y Unterein-

heiten für die DNA Bindung essentiell sind, würde das Fehlen von NF-Y-A in MRC-5 Zellen

die DNA Interaktion wirkungsvoll verhindern. Da funktionelles NF-Y mit anderen Transkripti-

onsmediatoren interagiert und so den transkriptionellen Prozeß reguliert (Wright et al. 1994,

Jin & Scotto 1998), könnten die für MRC-5 Zellen gemachten Beobachtungen auch mit dem

Fehlen eines solchen interaktiven Faktors erklärt werden. Die Zell- oder Gewebespezifität ist

eine typische Eigenschaft von Enhancer-Elementen, die auf der Existenz oder dem Fehlen

spezifischer Transkriptionsfaktoren beruht (Khoury & Gruss 1983).

4.1.6 Immunsuppressiva haben keinen Einfluß auf die Promotor-Aktivität

Im Falle einer Xenotransplantation wäre die massive Immunsuppression des Empfängers

unumgänglich, um die Abstoßung des Xenotransplantats zu verhindern. Seit längerem ist

bekannt, daß Immunsuppressiva oder Substanzen aus deren Stoffgruppen die Aktivität zel-

lulärer und viraler Promotoren beeinflussen können (Beato et al. 1989, Jain et al. 1995, Serf-

ling et al. 1995). Da PERV für die Anwendung der Xenotransplantation ein potentielles Risiko

darstellt, wurde untersucht, ob Prednisolon (Pred) und Cyclosporin A (CysA), beides in der
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Transplantationsmedizin routinemäßig eingesetzte Immunsuppressiva (Barry 1992), einen

Einfluß auf den PERV Promotor haben.

Bei der Inkubation von transfizierten Zellen der T-Zellinie A3.01 sowie der B-Zellinie Bai/NJ

mit Pred zeigte sich keine signifikante Beeinflussung der Aktivität weder für die 293-PERV-

B(33) LTR noch für die 293-PERV-A(42) LTR (Abbildung 3-13, Daten nicht gezeigt). Im Ge-

gensatz dazu wurde die Aktivität einer als Positivkontrolle verwendeten MMTV LTR durch

das Glucocorticoid in A3.01 Zellen um den Faktor 121,3 erhöht, in Bai/NJ Zellen um den

Faktor 9,3, womit gezeigt werden konnte, daß beide Zellinien für Pred suszeptibel waren. Die

Induktion der Transkription von MMTV durch Glucocorticoide beruht auf der Interaktion des

Hormonrezeptors mit regulatorischen DNA-Elementen (Beato et al. 1989). Die Analyse Glu-

cocorticoid-responsiver Elemente (GRE) sowohl in Genen von Vertebraten als auch in retro-

viralen Promotoren offenbarte die konservierte GRE Sequenz 5'-GGTACAnnnTGTTCT-3' mit

dem als Kernmotif fungierendem Hexanukleotid 5'-TGTTCT-3' (Beato et al. 1989), das in der

U3 Region der MMTV LTR lokalisiert ist (Scheidereit & Beato 1984, Medh & Schmidt 1997).

Für beide PERV LTRs [293-PERV-B(33) und 293-PERV-A(42)], die sich mit Ausnahme der

Repeatzahl nur in einem SNP in U5 unterscheiden, konnte lediglich das Kernmotif nachge-

wiesen werden, welches in der U5 Region lokalisiert war (nt 687-692, Datenbank Nummer

AJ133817). In-silico Analysen offenbarten eine putative hormon-responsive Region (HRR) in

der U5 Region der 293-PERV-B(43) LTR, die sich von der 293-PERV-B(33) LTR lediglich in

der Repeatzahl unterscheidet, sowie der 293-PERV-A(42) LTR, welche ein östrogen-

responsives Element (ERE, estrogen responsive element) beinhaltet (Quinn & Langford

2001). Die HRR ist stromaufwärts des TGTTCT-Kernmotifs lokalisiert (nt 632-646, Daten-

bank Nummer AJ133817) und umfaßt den SNP der 293-PERV-A(42) LTR. Bedingt durch

diesen SNP trägt die 293-PERV-A(42) LTR zwei Kopien der des ERE, während alle anderen

LTRs lediglich eine solitäre ERE besitzen. Durch EMSA und Supershift Assay konnte gezeigt

werden, daß an dieses duplizierte ERE der Glucocorticoidrezeptor bindet, ebenso der Östro-

genrezeptor sowie der Progesteronrezeptor (Quinn & Langford 2001). Da weder die Promo-

toraktivität der 293-PERV-A(42) LTR durch das Glucocorticoid Pred beeinflußt wurde, noch

die der 293-PERV-B(33) LTR, hat die mögliche Bindung des dimerisierten Glucocorticoidre-

zeptors an das TGTTCT-Kernmotif oder die HRR aufgrund deren Lokalisation stromabwärts

des transkriptionellen Startpunktes keine Einfluß auf die Regulation der Promotoraktivität.

Diese wird entweder durch die klassische Bindung des Rezeptors an regulatorische DNA

Sequenzen vermittelt oder durch eine transkriptionelle Wechselwirkung des Glucocorticoi-

drezeptors mit Transkriptionsfaktoren (Göttlicher et al. 1998). Durch die Lokalisation der

HRR in der U5 Region ist anzunehmen, daß die Expression der PERV-Gene auch durch

andere Steroidhormone wie Östrogen oder Progesteron nicht reguliert werden kann. Für
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HERV wurde ein weiteres GRE-Motiv, 5'-TGTTAT-3', beschrieben (Ono et al. 1986), zu dem

jedoch kein Analogon innerhalb der PERV LTR Sequenz nachzuweisen war.

Ebenso wie für Pred konnte auch für CysA nach Inkubation transfizierter Zellen der Linien

A3.01 und Bai/NJ keine signifikante Beeinflussung der 293-PERV-B(33) LTR festgestellt

werden (Abbildung 3-14). Im Gegensatz dazu erfolgte nach Inkubation mit CysA eine Inhibie-

rung des TPA/Iono stimulierten, als Positivkontrolle eingesetzten humanen IL-2 Promotors

um den Faktor 53,4 in A3.01 Zellen und den Faktor 4,5 in Bai/NJ Zellen. Die Induktion des

fakultativen IL-2 Promotors in T-Zellen durch TPA und Iono über den Ca2+ Weg und dessen

Inhibierung durch CysA ist ausführlich beschrieben (Jain et al. 1995, Serfling et al. 1995).

Da die Stärke des 293-PERV-B(33) Promotors, der in humanen Zellen per se eine hohe Ak-

tivität zeigt (siehe 4.1.3), weder durch Pred noch durch CysA beeinflußt werden kann, ist

wahrscheinlich, daß die unvermeidliche Behandlung von Empfängern eines Xenotransplan-

tates mit Immunsuppressiva nicht die von der LTR ausgehenden Risiken und Gefahren (sie-

he 4.1.8) potenziert.

4.1.7 Konsequenzen einer möglichen PERV Integration in das humane
Genom nach erfolgreicher Xenotransplantation

Wie beschrieben zeigen Repeat-tragende PERV LTRs in humanen Zellen eine außerordent-

lich starke Promotor-Aktivität, die insbesondere durch die in der U3 Region lokalisierte, aus

39-bp Repeats bestehende Repeatbox vermittelt wird, an deren Elemente der ubiquitäre

Transkriptionsfaktor NF-Y bindet. Die Repeatbox selbst zeigt die Eigenschaften eines klassi-

schen Enhancers und ist in der Lage, die Aktivität sowohl eines heterologen Promotors als

auch einer homologen Repeat-losen LTR unabhängig von Lage und Orientierung zu poten-

zieren. Während einer seriellen Passagierung in humanen Zellen adaptierten PERV LTRs

durch Veränderung der Repeatzahl und damit ihrer transkriptionellen Aktivität schnell an den

neuen, xenotropen Wirt. Da aus dem porzinen Genom isolierte provirale PERV LTRs eine

Repeatstruktur besitzen (Krach et al. 2001, Niebert et al. 2002), stellt nicht etwa die Ausbil-

dung der Repeats eine Adaptation dar, sondern lediglich die Veränderung der Repeatzahl.

Die Anzahl gebildeter Viruspartikel korreliert in infizierten humanen Zellen direkt mit der Re-

peatzahl der LTR und damit ihrer Aktivität. Eine Infektion des Xenotransplantatempfängers

mit PERV und eine Integration der viralen RNA in das Wirtsgenom vorausgesetzt, ergeben

sich ausgehend von diesen Ergebnissen spezifische Aspekte bezüglich der Sicherheit porzi-

ner Xenotransplantate.

Pathogene, durch die LTR vermittelte Effekte wurden für exogene (Khoury & Gruss 1983)

und endogene Retroviren (Löwer 1999) sowie Transposons generell beschrieben (Yoder et

al. 1997). Hinsichtlich ihrer Pathogenität können akut transformierende Retroviren, die für
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virale Onkogene kodieren, welche vom Virus "erworbene" zelluläre Onkogene darstellen, von

nicht-akut transformierenden unterschieden werden (Fan 1990). Nicht-akut transformierende

Retroviren, die eine längere Latenz zeigen, aktivieren zelluläre Protoonkogene durch den

retroviralen Promotor mittels eines Mechanismus, der als Promotor-Insertion bezeichnet wird

(Fan 1990). Beeinflußt wird die Pathogenität des Virus dabei durch die transkriptionelle Akti-

vität und Gewebespezifität der LTR (Fan 1990). Ausgehend von der starken Promotoraktivi-

tät der PERV LTR, die in vielen Zellinien nachgewiesen werden konnte, kann nach Insertion

des retroviralen Genoms an einer beliebigen Stelle von einer effizienten Aktivierung poten-

tieller Protoonkogene mit schneller Tumorausbildung ausgegangen werden. Der Mechanis-

mus der Promotor-Insertion wurde erstmals für B-lymphoide Tumoren beschrieben, welche

durch die Insertion eines ALV Provirus in unmittelbarer Nähe des c-myc Protoonkogens in-

duziert wurde (Hayward et al. 1981). Ebenso konnte die Tumorgenese in Mäusen mit der

Insertion muriner Retroviren in distinkte DNA Bereiche in Verbindung gebracht werden (Nus-

se & Varmus 1982, Cuypers et al. 1984).

Neben der klassischen Promotor-Insertion ist auch ein Mechanismus vorstellbar, der die

Potenzierung zellulärer Protoonkogen-Promotoren durch den retroviralen Enhancer be-

schreibt (Fan 1990) und der demnach als Enhancer-Insertion bezeichnet werden müßte

(Khoury & Gruss 1983). Virale Enhancer zeigen im Vergleich zu zellulären Enhancern stär-

kere Aktivitäten, da sie mit zellulären Genen konkurrieren müssen. Sie können die Aktivität

zahlreicher zellulärer Promotoren beeinflussen und zwar unabhängig von ihrer Lage und

Orientierung im Verhältnis zu diesem auch über weite Distanzen von bis zu 10 kb hinweg

(Khoury & Gruss 1983, Rabson & Graves 1997). Demnach kann der generelle Prozeß der

Onkogenese als LTR-bedingte Aktivierung zellulärer Protoonkogene angesehen werden, für

den die Promotor-Insertion einen Sonderfall darstellt. Der direkte Zusammenhang zwischen

der Anzahl von Enhancer-Elementen und der daraus resultierenden LTR-Aktivität mit der

damit einher gehenden Pathogenität wurde ausführlich für MLV untersucht. So wiesen mu-

tierte MLV LTR, die lediglich eine Kopie eines ansonsten als Tandem vorliegenden Enhan-

cers beinhalteten, eine reduzierte Leukämogenität auf (Li et al. 1987), während ein Enhan-

cer-Triplikat eine erhöhte Leukämogenität bewirkte (Belli et al. 1995). Das Vorhandensein

von Bindungsstellen für spezifische Transkriptionsfaktoren hat dabei einen starken Einfluß

auf die Verbreitung und Latenz der durch das Virus hervorgerufenen Erkrankung (Speck et

al. 1990, Yoshimura et al. 1999). Die Aktivierung zellulärer Gene durch eine Enhancer-

Insertion wurde nicht ausschließlich für Protoonkogene beschrieben. So bewirkt die endoge-

ne solitäre ERV-9 LTR, welche im Genom von Menschenaffen und Menschen konserviert

vorliegt, die Aktivierung zellulärer Gene (Ling et al. 2002). Desweiteren aktiviert, wie in-vitro

Studien zeigen, die solitäre HERV DQ-LTR13 die Transkription bestimmter DQB1 Gene und
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hat so möglicherweise einen Einfluß auf die Ausbildung des Typ 1 Diabetes (Bieda, unver-

öffentlicht).

Die Adaptation der LTR-Struktur und damit der LTR-Aktivität, die während der seriellen

Passagierung zu beobachten war, erlaubt, wie die Ergebnisse der quantitativen PCR bele-

gen, die für die Wirtszelle maximal verträgliche Virusproduktion. Nach Freisetzung dieser

Virus- partikel und einer Reinfektion des Transplantatempfängers kann, ebenso wie bei der

Erstinfektion, die willkürliche Insertion der viralen DNA in das Wirtsgenom zu einer Disruption

zellulärer Gene (Löwer 1999) und damit einem mutagenen Ereignis führen (Coffin 1996).

Vorstellbar ist in diesem Zusammenhang die Disruption von Genen durch eine direkte Inser-

tionsmutagenese (Yoder et al. 1997), ebenso das Einbringen viraler Spleißorte in das zellulä-

re Gen, die zu falsch gespleißten Produkten oder der Fusion von zellulären mit viralen Se-

quenzen führen könnten (Löwer 1999). Bedeutsam wird die virale Insertion insbesondere

dann, wenn sie in kodierende Regionen von Protoonkogenen, Tumor-Suppressorgenen oder

Genen, die für die Bekämpfung von Tumoren relevant sind, erfolgt (Löwer 1999).

Ein weiteres Risikopotential ergibt sich aus einer möglichen Rekombination der exogenen

PERV Sequenzen mit humanen endogenen Sequenzen (Yoder et al. 1997, Löwer 1999)

oder Sequenzen anderer exogener Erreger, in deren Folge hochpathogene Varianten ent-

stehen könnten. Solche Rekombinanten mit endogenen Sequenzen, die mit der Ausbildung

onkogener Viren verbunden sind, wurden in murinen Modellen ausführlich beschrieben (Cof-

fin 1996; siehe unten). Der Austausch von LTR-Sequenzen während solcher Rekombinati-

onsereignisse kann zu einer Zunahme der LTR-Aktivität und einer Erweiterung der Gewe-

bespezifität führen, die mit einer Verstärkung der damit verbundenen Risiken einhergeht. Der

Austausch von env-Sequenzen könnte dagegen Varianten generieren, welche neue Rezep-

toren für den Eintritt in die Zielzelle nutzen und die damit über eine erweiterte Wirtsspezifität

verfügen würden (Löwer et al. 1999). Erst kürzlich wurden ausgedehnte Rekombinationse-

reignisse von PERV in für die Transplantation vorgesehenen Westran Schweinen beschrie-

ben, so daß die Rekombination mit humanen Sequenzen möglich erscheint (Lee et al. 2002).

Es sei darauf hingewiesen, daß die in dieser Arbeit untersuchten Immunsuppressiva Pred

und CysA keinen signifikanten Einfluß auf die Aktivität der PERV LTR hatten und somit die

spezifischen, durch diese hervorgerufenen Risiken, nicht potenziert werden. Dennoch stellt

ausgehend von den erhobenen Daten PERV ein Risiko für die Anwendung der Xeno-

transplantation dar, das sich primär auf den Transplantatempfänger selbst bezieht, aber

auch, durch die mögliche Ausbildung pathogener Erreger durch Rekombination und Adapta-

tion, Auswirkungen auf sein soziales Umfeld haben kann.
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4.2 HERV-K Expression in transgenen Mäusen
Von allen Familien humaner endogener Retroviren stellt HERV-K jene dar, die aufgrund des

intakten Genoms einiger Proviren am ehesten in der Lage wäre, infektiöse Viren zu bilden

und damit den Status eines Retrovirus mit exogenem Lebenszyklus zu erlangen (Löwer et al.

1996). Viruspartikel, die in den humanen teratokarzinomen Zellinien GH und TERA-1 nach-

gewiesen wurden, konnten mit der Expression von HERV-K-Sequenzen in Verbindung ge-

bracht werden (Löwer et al. 1984). Die 30 bis 50 HERV-K-Kopien pro haploidem humanem

Genom (Ono et al. 1986) kodieren teilweise für Gag, Pol und Env (Löwer et al. 1993). Ein

alternatives Spleißprodukt von Vollängentranskripten des HERV-K Typs 2, das Rec-Corf

Protein, vermittelt den nukleo-zytoplasmatischen Export ungespleißter oder unvollständig

gespleißter viraler RNA (Magin et al. 2000, Magin-Lachmann et al. 2001).

In der vorliegenden Arbeit wird erstmals ein HERV-K transgenes Mausmodell vorgestellt. Zu

diesem Zweck waren transgene Tiere etabliert worden, die entweder die komplette HERV-K-

Sequenz trugen, oder lediglich die solitäre env Sequenz (Abbildung 2-1). Obwohl DNA bei-

der Transgene in verschiedenen Gründertieren nachgewiesen werden konnte (Daten nicht

gezeigt), war eine Transkription lediglich in jenen Linien zu detektieren, welche die komplette

HERV-K-Sequenz mit gag, pol und env trugen (Linien 404 und 405; Abbildung 3-18 und 3-

19). Da beide Transgenkonstrukte von derselben CMV-Promotorkassette getrieben wurden

(Abbildung 2-1) und der Nachweis der mRNA-Synthese für beide Konstrukte mit der env-

Sonde envBX0.5 (Tönjes et al. 1997b) durchgeführt wurde, erscheint dieses Ergebnis über-

raschend.

Ausgehend von diesen Resultaten wurde der Nachweis der Protein-Expression mittels Im-

muno Blot und indirekter Immunfluoreszenz mit einem Fokus auf die Linien 404 und 405

durchgeführt. Die Immuno Blot-Analyse zeigte die Expression des ~80 kDa großen Gag

Vorläuferproteins (Boller et al. 1997) in den Nieren zweier Individuen der Linie 404 (Abbil-

dung 3-20). Im Gegensatz dazu entsprach eine ~180 kDa große Bande, die bei der Untersu-

chung von Proteinen der Leber dieser Tiere zu detektieren war, nicht einem möglichen Gag-

Pro/Pol Vorläuferprotein, da die Bande auch bei Leberproben nicht-transgener Tiere zu de-

tektieren war.

Mittels indirekter Immunfluoreszenz konnte der Nachweis einer Rec-Corf Expression nicht

erfolgen, welches unter Berücksichtigung seiner Funktion (Magin et al. 2000), wie für GH

Zellen demonstriert, im Nukleolus zu detektieren hätte sein müssen (Löwer et al. 1995). Die

Ursache hierfür könnte in einem ineffizienten Spleißen des env-Gens begründet sein. Die

proteolytische Prozessierung von Gag erfolgt in einer späten Phase des retroviralen Replika-

tionszyklus während der Zusammenlagerung viraler RNA und Proteine (Swanstrom & Wills

1997), so daß Gag-positive Signale im Bereich der Zelloberfläche zu erwarten waren. In der
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Tat konnte die durch indirekte Immunfluoreszenz nachgewiesene Gag-Expression (Abbil-

dung 3-21) keinem zellulären Kompartiment zugeordnet werden und erschien über die ge-

samte Zelle gleichmäßig verteilt, wobei ein Bezug zur Zytoplasmamembran deutlich wurde.

Die Expression von Gag wurde in verschiedenen Geweben junger Tiere (18 Tage alt) der

transgenen Linien 404 und 405 detektiert (Abbildung 3-21), ebenso in einem Mamma-

Adenokarzinom, das von einer adulten Maus der Linie 404 ausgebildet wurde (Abbildung 3-

22). Aufgrund des hohen Alters dieser weiblichen Maus (637 Tage), der konstanten Gag-

Expression bei neugeborenen Tieren sowie einer für den verwendeten Mausstamm

(C57Black6) gewöhnlichen, nicht signifikant erhöhten Tumorbildung bei anderen Individuen,

ist eine von der Expression des HERV-K Transgens hervorgerufene oder verstärkte Tumori-

genese auszuschließen. Die starke Gag-Expression innerhalb des Mamma-Adenokarzinoms

kann dagegen vermutlich auf eine durch die Tumorigenese verursachte allgemeine Aktivie-

rung und Hochregulierung der Zellteilungsmechanismen zurückgeführt werden.

Ausgehend von diesen Ergebnissen muß festgehalten werden, daß das HERV-K-Transgen

offensichtlich nicht das onkogene Potential hat, das für murine endogene Retroviren wie

MMTV und MLV beschrieben wurde (Boeke & Stoye 1997). Die Rekombination der transge-

nen Sequenzen mit denen endogener Proviren, welche, wie für das MCF Virus beschrieben

(Khan 1984, Stoye et al. 1991), zur Ausbildung von Viren mit onkogenem Potential führen

könnte, erscheint daher unwahrscheinlich. Voraussetzung für das initiale Rekombinationse-

reignis ist eine ausgedehnte Expression eines ekotropen Virus (Thomas & Coffin 1982), wel-

che für das HERV-K Transgen nicht erfolgte. Im weiteren Verlauf würde die Rekombination

dieses Virus mit einem xenotropen Provirus erfolgen, die eine Akquirierung der xenotropen

LTR mit einer Multimerisierung eines U3-Enhancers zur Folge hätte. Ein weiteres Rekombi-

nationsereignis mit einem polytropen Virus würde zu einer Veränderung des env-Gens füh-

ren, die durch Interaktion des neuen Env-Proteins mit Wachstumsfaktoren zur Transformati-

on der infizierten Zellen führt (Coffin 1996, Boeke & Stoye 1997).

Die Bildung Virus-ähnlicher HERV-K-Partikel in einem Baculovirus-Expressionssystem

konnte trotz des Mangels einer Rec-Corf-Expression nachgewiesen werden (Tönjes et al.

1997a). Offensichtlich reicht demnach eine starke Gag-Expression zur Partikelbildung aus.

Elektronenmikroskopische Untersuchungen (durchgeführt von K. Boller, Paul-Ehrlich-Institut,

Langen) ergaben jedoch keinen Hinweis auf freigesetzte Partikel in den Geweben der Gag-

positiven transgenen Tiere.

Neben einer gewöhnlichen Tumorbildungsrate zeigten die transgenen Tiere einen normalen

Phänotyp sowie einen normalen Lebenszyklus mit einer unveränderten Reproduktionsrate.

Anatomische oder histologische Auffälligkeiten waren, wie Autopsien zu Beginn der Untersu-

chung zeigten, ebenfalls nicht nachzuweisen. Ausgehend von diesen Beobachtungen in ei-

nem transgenen Tiermodell kann für den humanen Organismus der Schluß gezogen werden,
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daß eine konstitutive oder induzierte HERV-K Expression keine große Bedeutung haben

dürfte.
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5 Zusammenfassung

Endogene Retroviren des Schweines (PERV), die vertikal auf die Nachkommen vererbt wer-

den, stellen ein potentielles Infektionsrisiko bei der Transplantation porziner Zellen, Gewebe

oder solider Organe auf den Menschen (Xenotransplantation) dar. Bislang sind zwei PERV-

Klassen des C-Typs bekannt, die in-vitro humane Zellen produktiv infizieren können. Vor-

aussetzung einer produktiven Infektion ist neben dem Rezeptor-vermittelten Eindringen des

Virus in die Wirtszellen die transkriptionelle Aktivität des retroviralen Promotors (LTR), wel-

cher die zweite Determinante des Wirtstropismus darstellt.

Mittels eines Luciferase Reportergen Assays wurde die Aktivität verschiedener PERV LTRs

in humanen und anderen Säugerzellen im Vergleich zu bekanntermaßen starken Promoto-

ren untersucht. Dabei zeigten LTRs, welche in der die Transkription regulierenden Region

U3 eine aus 39-bp Repeats bestehende Repeatbox trugen, in nahezu allen getesteten Zelli-

nien eine außerordentlich starke Promotoraktiviät. Diese wurde insbesondere durch die Re-

peatbox vermittelt und korrelierte direkt mit der Anzahl der 39-bp Repeats. Wie weiterführen-

de Untersuchungen zeigten, konnte die Aktivität heterologer und Repeat-loser homologer

Promotoren durch eine 4-fach 39-bp Repeatbox unabhängig von deren Lage und Orientie-

rung über weite Distanzen hinweg signifikant erhöht werden. Die Repeatbox stellt damit ei-

nen klassischen Enhancer dar. Als die Transkription regulierende zelluläre Komponente

konnte der ubiquitäre, in der Evolution konservierte Transkriptionsfaktors NF-Y identifiziert

werden, dessen Bindung an Sequenzabschnitte des 39-bp Repeats nachgewiesen wurde.

Weitere cis-aktive Elemente konnten in der U3 Region stromaufwärts der Repeatbox sowie

in der R Region lokalisiert werden. Im Verlauf einer seriellen Passagierung in infizierten hu-

manen Zellen erfolgte eine rasche Adaptation der Repeatzahl und damit der transkriptionel-

len Aktivität an den neuen Wirt. Wie die Ergebnisse einer neu etablierten quantitativen Real-

Time PCR zeigten, korrelierte die Anzahl der von einer infizierten Zelle freigesetzten Virus-

partikel direkt mit der Aktivität der LTR. Durch Adaptation der LTR Aktivität kann somit eine

maximale, für die Wirtszelle verträgliche Virusproduktion erfolgen.

Ausgehend von den beschriebenen Eigenschaften der PERV LTR ergeben sich für die Xe-

notransplantation spezifische Risiken, die Infektion des möglichen Transplantatempfängers

vorausgesetzt. Diese betreffen durch mögliche Aktivierung von Protoonkogen oder Disrupti-

on zellulärer Gene den Empfänger selbst, durch die mögliche Rekombination von PERV mit

humanen endogenen Sequenzen oder anderen exogenen Erregern und der Ausbildung po-

tentiell hochpathogener Formen aber auch sein soziales Umfeld. Wie in-vitro Studien mit

zwei routinemäßig in der Transplantationsmedizin eingesetzten Immunsuppressiva belegen,

werden diese Risiken durch deren unvermeidlichen Einsatz im Falle einer Xenotransplantati-

on nicht potenziert.
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Ausgehend von der starken transkriptionellen Aktivität Repeat-tragenden LTRs könnten die-

se geeignete Werkzeuge für molekularbiologische Anwendungen darstellen, bei denen, wie

im Falle des Gentransfers oder der Gentherapie, starke Promotoren benötigt werden.

In einem zweiten Projekt der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob die Expression

des humanen endogenen Retrovirus HERV-K in einem transgenen Mausmodell Auswirkun-

gen auf den Phänotyp der Tiere hat. HERV-K kodiert im Gegensatz zu den meisten anderen

HERV-Familien für komplette virale Proteine, deren Bedeutung für den menschlichen Orga-

nismus jedoch weitgehend unbekannt sind.

Zur Etablierung transgener Tiere waren zwei verschiedene Transgen-Konstrukte verwendet

worden, von denen eines die komplette provirale Sequenz exklusive der LTRs beinhaltete,

das andere lediglich das env-Gen. Für beide Konstrukte war die Etablierung homozygot

transgener Tiere gelungen, der Nachweis der RNA Expression konnte jedoch nur bei jenen

Linien erfolgen, die das komplette virale Genom trugen. Immuno Blot-Analysen und indirekte

Immunfluoreszenz belegten die Expression viraler Proteine in verschiedenen Organen juve-

niler und adulter Tiere dieser Linien. Die transgenen Mäuse zeigten einen normalen Phäno-

typ und einen normalen Lebenszyklus mit einer unveränderten Reproduktionsrate. Eine auf-

tretende Tumorgenese konnte stets auf das hohe Alter der betroffenen Tiere zurückgeführt

werden, histologische oder anatomische Auffälligkeiten traten nicht auf. Ausgehend von die-

sen Beobachtungen in einem Tiermodell kann der Schluß gezogen werden, daß die HERV-K

Expression im humanen Organismus keine große Bedeutung hat.
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6 Abkürzungsverzeichnis

ALV Avianes Leukämievirus
APS Ammoniumpersulfat
BAP bakterielle alkalische Phosphatase
BaEV Endogenes Pavian Virus (baboon endogenous virus)
BLV Bovines Leukämievirus
bp Basenpaare
BPV Rinder Papillomvirus (bovine papillomavirus)
BrdUTD Bromo-deoxyuridintriphosphat
BSA Rinderserumalbumin (bovine serum albumine)
CA Kapsidprotein (capsid)
cDNA komplementäre DNA
CIP intestinale alkalische Phosphatase des Kalbes (calf intestinal phosphatase)
CMRL Connaught Medical Research Laboratories 1069
CMV Cytomegalievirus
Corf zentraler offener Leserahmen (central open reading frame)
cpm Zähler pro Minute (counts per minute)
CysA Cyclosporine A
DMEM Dulbecco‘s modifiziertes Eagle’s Medium
DMSO Dimethylsulfoxid
DNA Desoxyribonukleinsäure
dNTP 2'-Desoxy-Nukleosid-5'-Triphosphat
dsDNA doppelsträngige DNA
dsOligo doppelsträngiges Oligonukleotid
dT Desoxythymidin
DTT Dithiotreitol
EDTA Ethylendiamine Tetraessigsäure
EGTA Ethyleneglycolbisaminoethylether Tetraessigsäure
EMSA Electrophoretic Mobility Shift Assay
Env retrovirales Oberflächenprotein (envelope)
ERV endogenes Retrovirus
FeLV Felines Leukämievirus
Gag gruppenspezifische Antigene
GAPDH Glyceraldehyde 3-Phosphate Dehydrogenase
Geo βGal-Neomycin-Fusionsgen
GTC Guanidinisothiocyanat
HEPES Hydroxyethylpiperazine Ethansulfonsäure
HERV humanes endogenes Retrovirus
HIV humanes Immundefizienzvirus
HSRV humanes Spumavirus
HTDV humanes Teratokarzinoma Virus (human teratocarcinoma-derived virus)
HTLV humanes T-lymphotropes Virus
IL-2 Interleukin 2
Iono Ionomycin
iRES interne ribosomale Eintrittsstelle (internal ribosome-entry site)
JSRV Jaagsiekte Schaf Retrovirus
kb Kilobasen
LB Luria-Bertani-Medium
LINE lange verteilte Elemente (long interspersed elements)
LTR retroviraler Promotor (long terminal repeat)
MEM minimales essentielles Medium (Eagle’s)
MDEV Mus dunni endogenes Virus
MLV murines Leukämievirus
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MMTV murines Brusttumorvirus (mouse mammary tumor virus)
MoMuSV Moloney's murines Sarcoma Virus
MPMV Mason-Pfizer Affenvirus (Mason-Pfizer monkey virus)
mRNA messenger RNA
nt Nukleotid
ORF offener Leserahmen (open reading frame)
ori Replikationsursprung (origin of DNA replication)
PB Primer Bindungsstelle
PBGD Porphobilinogen Deaminase
PBMC periphere mononukleäre Blutzellen (peripheral blood mononuclear cells)
PBS Phosphat gepufferte Saline (phosphate buffered saline)
PCR Polymerase Kettenreaktion (polymerase chain reaction)
PERV porzines endogenes Retrovirus
pi post infektionem
PMSF Phenylmethansulfonyl Fluorid
Pol Polymerase
poly(A) Polyadenylierungssignal
Pred Prednisolon
pt post transfektionem
Rec regulatorisches Protein von HERV (entspricht Corf)
RNA Ribonukleinsäure
RPA Ribonuclease Protection Assay
RPMI Rosewell Park Memorial Institute
RSL R-Region Stem Loop
RSV Rous Sarcomavirus
RT reverse Transkriptase
SDS Natriumdodecylsulfat
SINE kurze verteilte Elemente (short interspersed elements)
SNP Einzelnukleotid Polymorphismus (single nucleotide polymorphism)
SSC Natriumcitrat (saline sodium citrate)
ssOligo einzelsträngiges Oligonukleotid
ssRNA einzelsträngige RNA (single strand)
SV40 Simianer Virus 40
TAE Tris-Essigsäure-EDTA
TB Terrific Broth-Medium
TBE Tris-Borsäure-EDTA
TEMED Tetramethylethyldiamin
TPA 12-O-Tetradecanoylphorbol 13-Acetat
TRIS Trishydroxymethylaminomethan
U Einheiten (units)
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