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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Retroelemente

Alle eukaryotischen sowie einige prokaryotische Genome beinhalten eine Vielzahl von
Sequenzen, die entweder strukturelle Ahnlichkeiten und Sequenziibereinstimmungen mit
exogenen, infektidsen Retroviren aufweisen, oder aufgrund ihrer Sequenz die Integrationen
von revers transkribierten zelluliren mRNA Molekiilen darstellen (Brosius, 1991; Boeke &
Stoye, 1997). Diesen Elementen, die in ihrer Gesamtheit als Retroelemente bezeichnet
werden, ist gemein, daf3 ihrer Bildung eine reverse Transkription, d.h. die Umschreibung
von RNA in DNA, vorausgeht (Lower et al., 1996). Nach Schitzungen besteht das humane
Genom zu 43-45% aus transponierten Sequenzen, eben solchen RNA Transkripten, die
nach reverser Transkription in das Genom reintegriert wurden (Li et al., 2001;
International Human Genome Sequencing Consortium, 2001).

Zu den Retroelementen werden mehrere Vertreter gezéhlt, die nach Kodierungskapazitit,
dem Vorhandensein des Gens fiir die reverse Transkriptase (RT), Promotorsequenzen und
terminal gelegenen direkten Sequenzwiederholungen (long terminal repeats, LTRs)
eingeordnet werden (Abbildung 1.1). Synonyme Bezeichnungen fiir die einzelnen

Retroelemente sind in Tabelle 1.1 aufgefiihrt.

Retroelemente
) LITR | +) |LTR
| (-) env (+) env
(-) Promotor (+) Promotor |
Retrotransposon
Retrogen

R Hoor e
O - =

Pseudogen Retrovirus

annn Y Retroposon ) R Lo Hooo Hoew el
O aas -

SINE (Alu)

Abb. 1.1 Klassifizierung der Retroelemente.

Schematische Einordnung der wichtigsten Retroelemente, charakterisiert durch das Vorhandensein von
LTRs, Promotor- und env Sequenzen. Erlduterungen im Text. (Verdndert nach Wilkinson et al., 1994). IB:
direkte Wiederholungen zellulirer DNA;Q : Promotor; PPT: Polypurintrakt; y: Verpackungssignal.
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Pseudogene stellen reverse Transkripte von prozessierten, zelluldren Genen dar, die in das
Genom reintegriert sind. Da ihnen jegliche Promotorsequenzen fehlen, sind sie ,,dead on
arrival® (Petrov et al., 2000). Pseudogene, die {iber zelluldre Promotorsequenzen verfiigen
und daher transkribiert werden konnen, werden auch als Retrogene bezeichnet (Lower et
al., 1996). Zu dieser Kategorie konnen auch die ,,short interspersed nuclear elements*
(SINEs) gezdhlt werden, die etwa 13% des humanen Genoms ausmachen (Li ef al., 2001;
International Human Genome Sequencing Consortium, 2001). Sie besitzen
Promotorsequenzen fiir die RNA Polymerase III, haben aber im Gegensatz zu Retrogenen
keine Kodierungskapazitit (Lower et al., 1996; Weiner, 2000). SINEs sind zwischen 100
und 300 Basenpaaren (bp) lang und haben ihren Ursprung in Struktur-RNA Pseudogenen
(Deininger & Batzer, 1993; Smit & Riggs, 1995). In erster Linie werden SINEs durch Alu-
Elemente vertreten, die sich von 7SL RNA ableiten, mit ca. 10° Kopien im humanen
Genom vorhanden sind (Ullu & Tschudi, 1984; Li et al., 2001; International Human
Genome Sequencing Consortium, 2001) und somit ca. 11% des Genoms ausmachen (L1 et
al., 2001; International Human Genome Sequencing Consortium, 2001). Weitere, gut
charakterisierte Vertreter der SINEs sind die SINE-R-Elemente, die mit 10° Kopien im
humanen Genom vorhanden sind und sich von partiell deletierten HERV-K LTRs ableiten.
Sie besitzen einen RNA-Polymerase I Promotor (Ono et al., 1987). Diesen Elementen und
Pseudogenen ist gemein, dal} sie erstens am 3'-Ende poly(A) bzw. oligo(A) Sequenzen
besitzen, zweitens, da3 an der Integrationsstelle variable Sequenzduplikationen vorhanden
sind und drittens, dal sie nicht fiir funktionale Genprodukte kodieren (Boeke & Stoye,
1997), da sie im hohen Malle Punktmutationen und Deletionen aufweisen (Lower et al.,
1996).

Den Prototyp des Retroposons stellen LINEs (long interspersed nuclear elements) dar
(Singer, 1982). Der Name wurde gewidhlt um den GroBenunterschied zwischen diesen
Elementen gegeniiber der Gruppe der SINEs zu verdeutlichen. Wahrend Alu- und SINE-R
Elemente zwischen ~300 bzw. ~630 bp umfassen (Weiner et al., 1986; Ono et al., 1987),
sind humane LINE-1 (L1) 6,1 Kilobasen (kb) gro8 (Dombroski et al., 1991). LINEs
besitzen einen internen RNA Polymerase II Promotor (Swergold, 1990), sind am 3'-Ende
poly- oder oligoadenyliert (im Drosophila 1 Faktor wurde eine adiquate Sequenz
gefunden, [TAA],; Boeke & Stoye, 1997) und kodieren fiir zwei offene Leserahmen (open
reading frames, ORFs) (Dombroski et al., 1991). Das Genprodukt von ORF1 stellt ein
RNA-bindendes Protein dar, dessen Funktion noch nicht geklart werden konnte. Fiir das

humane Protein wurde ein ,,Leucin-zipper“-dhnliches Motiv nachgewiesen (Holmes &
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Singer, 1992) und in den ORFs vieler anderer Retroposons wurden putative ,,Zinkfinger*
Motive gefunden, die Ahnlichkeiten zu ,,Zinkfinger Motiven der Gag Proteine anderer
Retroelemente zeigen (Covey, 1986). Daneben zeigte sich fiir das humane L1, dal3 das
ORF1 Protein in einem hochmolekularen, zytoplasmatischen Komplex vorhanden ist, aus
dem es durch RNase Behandlung freigesetzt werden konnte (Boeke & Stoye, 1997). Fiir
den zweiten offenen Leserahmen der LINEs wurde die enzymatische Aktivitit von
reverser Transkriptase nachgewiesen (Ivanov et al., 1991; Mathias et al., 1991). Dieser
Leserahmen ist somit addquat zum po/ Gen der Retrotransposons und Retroviren. Es wird
davon ausgegangen, da} die von Retroposons kodierte Transpositionsmaschinerie in trans

von Pseudogenen und SINEs genutzt wird (Weiner, 2000).

Tab. 1.1 Nomenklatur der Retroelemente.
(Verédndert nach Boeke & Stoye, 1997)

Namen Synonym(e) oder Subtypen* Beschreibung Beispiel (Wirt)

Endogene Retroviren diverse (Tabelle 1.2) als Provirus in der Keimbahn vorhandenes MLV (Maus), HERV
Retrovirus; oft nicht infektios; oft defekt (Mensch), PERV

(Schwein)
LTR Retrotransposons  Typ I Retrotransposons; LTR-tragendes Retrotransposon; nicht Tyl (Hefe)
virale Retroposons infektids als Teil des normalen
Lebenszyklus
Poly(A) nicht-LTR Retrotransposons; Retrotransposon, das keine terminalen L1 (Mensch)
Retrotransposons Typ II Retrotransposons; ~ Wiederholungen besitzt; hat gewohnlich
nicht-virale Retroposons;  einen poly (A) Trakt oder eine dhnliche
LINE Struktur am 3'-Ende; viele sind mit Wirts
DNA Wiederholungen assoziiert.
Pararetroviren Hepadnavirus*; infektiose DNA Viren, die iiber RNA HHBV (Mensch)
Caulimovirus* Intermediate replizieren
Retroplasmide Plasmid kodierte RT; Hinweise fiir RNA Mauriceville
Replikationsintermediate (nur in (Neurospora)
Mitochondrien gefunden worden)
Retrointrons mobiles Gruppe II Intron  Intron, daf fir RT kodiert; Hinweise fiir al2 (Hefe)
RT-abhéngige Intronmobilitét (nur von
Organellen bekannt)
Retrotranskripte Retroposon?; SINE*; Elemente, die nicht fiir RT kodieren und A4/u Sequenzen (Mensch)
prozessierte Pseudogene*; anscheinend iiber RNA Intermediate
Retrogen1 transponieren; kénnen durch Pol II oder

Pol III transkribiert sein; konnen von
Poly(A) Retrotransposons zur
Mobilisierung abhéngig sein
Retrons msDNA ungewohnlich verzweigte Nukleinsdure ~ msDNA (Bakterien)
mit DNA und RNA Anteilen; DNA
Segmente, erzeugt durch RT, die durch
angrenzende DNA kodiert wird; liegt oft
auf ,,Retrophagen*
Die mit * markierten Bezeichnungen sind Subtypen der in Spalte ,,Namen" angegebenen Bezeichungen.
'nach Lower et al. (1996) besitzen Retrogene Kodierungskapazitit. wird von Léwer et al. (1996) zu den
Poly(A) Retrotransposons gezéhlt.

Fiir das Maus L1 wurde gezeigt, dafl beide Genprodukte mit dem Volldngentranskript in

Sucrosegradienten kosedimentieren (Martin, 1991). Dieser Ribonukleoprotein-Komplex
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stellt vermutlich das Reaktionszentrum der reversen Transkription dar (Martin, 1991).

Im humanen Genom sind drei Familien von LINEs (LINE1 bis LINE3; auch L1-L3)
vorhanden, von denen nur L1 aktiv ist (International Human Genome Sequencing
Consortium, 2001). LINEs liegen in ca. 0,8-1x10° Kopien im humanen Genom vor und
machen etwa 19-20% der DNA aus (Li et al., 2001; International Human Genome
Sequencing Consortium, 2001), wovon die meisten -in der Maus mehr als 90% (Martin,
1991)- durch Punktmutationen und Deletionen defekt sind (Hutchinson et al., 1989). Fiir
das humane Genom wird aber davon ausgegangen, dafl 30 - 60 aktive L1-Elemente
vorhanden sind (Sassman et al., 1997). Transpositionelle Aktivitit von Sduger-LINEs
konnte sowohl fiir die Keimbahn (Katzir et al., 1985; Kazazian et al., 1988; Bratthauer &
Fanning, 1992; Narita et al., 1993; Holmes et al., 1994; Kingsmore et al., 1994; Kohrman
et al., 1996; Takahara et al., 1996; Perou et al., 1997) als auch fiir somatische Zellen
gezeigt werden (Morse et al., 1988; Miki et al., 1992). Ahnliche Elemente konnten auch in
Insekten, Protozoen, Pflanzen und Pilzen nachgewiesen werden (Eickbush, 1992).
Interessanterweise sind L1-dhnliche Sequenzen in allen Eukaryoten aber nicht in
Saccharomyces vorhanden (Boeke & Stoye, 1997).

Retrotransposons gleichen Retroviren mit der Ausnahme, daf3 sie kein env Gen besitzen
und somit, wie SINEs, LINEs und Retroposons, nicht infektids sind. Retrotransposons
werden entweder als Vorldufer oder als Derivate von Retroviren angesehen (Lower ef al.,
1996). Ubereinstimmungen zu den Retroviren reichen von den LTRs, die
Promotorsequenzen beinhaltet (Lower et al., 1996), iiber die Primer bindende Sequenz
(primer binding site, PBS) und den Polypurin Trakt (Boeke & Stoye, 1997) fir die
Umschreibung von RNA in DNA, sowie das Verpackungssignal (¥, psi site) fir die
spezifische Einlagerung der viralen RNA in zytoplasmatische Virus-dhnliche Partikel
(virus-like particles, VLPs) (Lower et al, 1996). Konservierte Aspekte der
Virusreplikation zwischen Retroviren und Retrotransposons finden sich in der
Transposition via reverser Transkription, der Bildung von VLPs, die als Intermediat der
Retrotranspositon angesehen werden, und der Abhédngigkeit von Enzymen, die die
Retrotransposition vermitteln (Protease (PR), RT, RNase H und Integrase (IN)) (Boeke &
Stoye, 1997).

Neben der Polymerase kodiert ein zweiter Leserahmen fiir Proteine, die dquivalent zu den
retroviralen Kapsidproteinen (kodiert durch das gag (group specific antigens) Gen) sind.
Diese Proteine sind fiir die Bildung der VLPs verantwortlich. Es wird angenommen, daf3 in

diesen Intermediaten die reverse Transkription stattfindet (Garfinkel, 1992). Die
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Verbreitung von Retrotransposons reicht von Protozoen bis zu den Menschen (Mager &
Henthorn, 1984; Garfinkel, 1992). Zu den bestuntersuchten gehéren die Ty-Elemente der
Hefe (bekannt sind Tyl bis Ty5) (Boeke & Stoye, 1997) und die copia- sowie gypsy-
Elemente von Drosophila melanogaster. Sie lassen sich in zwei Familien unterteilen, die
Tyl-copia- und die Ty3-gypsy-Familie (Boeke & Stoye, 1997). Der offensichtlichste
Unterschied zwischen diesen beiden Familien besteht in einer Inversion der Reihenfolge
der Doménen im po/ Gen in der Tyl-copia-Familie (PR, IN, RT). Die Ty3-gypsy-Familie
trdgt die von Retroviren bekannte Reihenfolge PR, RT, IN (Boeke & Stoye, 1997). Tyl-
Elemente sind 5,9 kb grof3 und finden sich zwischen 25 bis zu 10.000 mal im Genom der
Hefe Saccharomyces cerevisiae (Garfinkel, 1992; Boeke & Stoye, 1997). Copia-Elemente
weisen eine GroBe von 5,1 kb auf und liegen im Genom von Drosophila melanogaster mit
etwa 60 Kopien vor (Boeke & Stoye, 1997). Als weitere Ubereinstimmung zu den
Retroviren konnte vor kurzem fiir Tyl nachgewiesen werden, daB3 die genomische RNA als
Dimer in den VLPs vorliegt (Ya-Xiong et al., 2000).

Im humanen Genom existieren etwa 240.000 Kopien sogenannter ,,transposon-like human
elements” (THE), Retrotransposon-dhnliche Elemente, die eine Grée von 2 bis 3 kb
besitzen und keine erkennbaren ORFs aufweisen (Paulson et al., 1985; International
Human Genome Sequencing Consortium, 2001). Da sie keine Homologie zur RT zeigen,
werden sie als ,,mammalian apparent LTR-retrotransposons* (MaLRs) bezeichnet (Smit,
1993). Daneben wurden Sequenzen des humanen endogenen Retrovirus vom Typ H
(HERV-H) beschrieben, die die Struktur von Retrotransposons besitzen (Mager &
Henthorn, 1984).

Reverse Transkription hat allgemein eine wichtige Rolle bei der Formung des
eukaryotischen Genoms gespielt (Baltimore, 1985). Es wird davon ausgegangen, daB3 die
Balance zwischen DNA Zunahme durch Retrotransposition und andere Prozesse und DNA
Verlusten einen Faktor darstellt, der die Groe des eukaryotischen Genoms beeinfluf3t
(Petrov et al., 2000). Fiir die Klasse der Gréser konnte gezeigt werden, da3 die Anzahl der
Retrotransposons fiir das C-Wert Paradoxon, der Diskrepanz zwischen Genomgrof3e und
Komplexitit eines Organismus (Thomas, 1971), verantwortlich ist (Wendel & Wessler,
2000). Dartiber hinaus konnte fiir die wilde Gerste (Hordeum spontaneum) nachgewiesen
werden, daf} eine Korrelation zwischen der Kopienanzahl des Retrotransposons BARE-1,

der Genomgrofe und lokalen Umweltbedingungen besteht (Kalendar et al., 2000).
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1.2 Retroviren

Retroviren stellen die komplexesten Vertreter der Retroelemente dar. Neben den gag und
pol Genen findet sich ein env (envelope) Gen, daB fiir Hiillproteine kodiert, die den Eintritt
des Virions in die Wirtszellen vermitteln (Lower et al., 1996). Retroviren sind somit in der
Lage, infektiose Partikel zu bilden. Es gibt Hinweise, da3 sie sich evolutiondr von den
Retrotransposons herleiten (Temin, 1980). Die Genomorganisation 5'-LTR-gag-pro-pol-
env-3'-LTR, die bei den einfachen Retroviren (z.B. murines Leukémievirus; MLV)
(Coftin, 1996) vorliegt, ist prinzipiell allen Retroviren gemein (Teich, 1984; Coffin, 1996).
Komplexere Viren, wie das humane T-Zell Leukédmievirus (auch humanes T-lymphotropes
Virus; HTLV), das humane Spumaretrovirus (HSRV) oder das humane Immundefizienz
Virus (HIV), besitzen zusitzliche Gene, die fiir regulatorische und akzessorische Proteine
kodieren (Coffin, 1996). Das retrovirale Genom weist vier unter den Viren einzigartige
Eigenschaften auf: Retroviren sind 1. die einzigen Viren mit einem diploiden Genom; 2.
die einzigen Viren, die nur durch die zelleigene Transkriptionsmaschinerie synthetisiert
und prozessiert werden; 3. die einzigen Viren, deren Genom mit einer spezifischen
zelluldren tRNA fiir die Replikation assoziiert ist und 4. die einzigen (+)-Strang RNA
Viren, deren Genom nach der Infektion nicht direkt als mRNA zur Synthese von Proteinen
dient (Coffin, 1996).

Historisch reichen Untersuchungen von Retroviren bis zum Anfang des 20. Jahrhunderts
zurlick, als 1911 Pyton Rous mit dem Rous-Sarcoma Virus (RSV) das infektiose Agens fiir
die Bildung von spontanen Sarcomata in Hiihnern isolierte (Rous, 1911). Vorausgegangen
waren Untersuchungen von Ellermann und Bang 1908, die Leukdmie in Hithnern durch die
Injektion von zellfreien Gewebefiltraten iibertragen konnten (Ellermann & Bang, 1908).
Da aber Leukédmien zu diesem Zeitpunkt noch nicht als Krebserkrankungen erkannt
worden waren, fanden ihre Untersuchungen nicht das Echo wie die von Rous (Weiss,
1984). Es folgte die Entdeckung von Retroviren in einer Vielzahl von Eukaryoten. 1964
formulierte Temin die Hypothese der reversen Transkription (Temin, 1964), die 1970
durch die Entdeckung der reversen Transkriptase belegt wurde (Temin & Mizutani, 1970;
Baltimore, 1970). 1969 stellten Huebner und Todaro die ,,Onkogen Hypothese* auf. Nach
dieser Hypothese wirken Karzinogene durch Induktion der Expression von ansonsten
kryptischen, retroviralen Genen, die bereits in den Wirtszellen vorhanden sind. Onkogene
Informationen sind also genetische Elemente und Krebs entsteht nicht als pathogenetische

Reaktion auf ein Virus. Heute ist bekannt, dal3 Vertebratenzellen Gene besitzen, die
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homolog zu viralen Onkogenen sind, dal aber diese Gene zelluldren Ursprungs sind
(Bishop & Varmus, 1984). 1980 wurde das erste humanpathogene Retrovirus, HTLV,
isoliert (Poiesz, 1980). 1983 folgte die Entdeckung des humanen Immundefizienz Virus
(HIV) (Barré-Sinoussi et al., 1983; Gallo et al., 1984).

Retroviren sind umhiillte Viren, die typischerweise einen Durchmesser von 90-140 nm
besitzen (Nermut & Hockley, 1996). Die Hiille entstammt der Zytoplasmamembran der
Wirtszelle und ist mit Proteinen besetzt, die in elektronenmikroskopischen Aufnahmen als
»Spikes* zu erkennen sind. Die Hiillproteine, die als Oligomere vorliegen, sind je nach
Virus zwischen 5 nm (Mason-Pfizer monkey virus, M-PMV) (Gelderblom, 1987; Coffin,
1992) und 10 nm (HIV) (Nermut & Hockley, 1996) lang. Unter der Membran liegt eine
Membran-assoziierte Schale (gag shell, Matrix). Der Kern der Retroviren, das Kapsid
(auch coreshell), ist entweder zylindrisch, konisch oder ikosaedrisch (Nermut & Hockley,
1996) und enthédlt neben den retroviralen Enzymen RT, IN und PR, den
Ribonukleoproteinkomplex, der sich aus dem viralen Genom und dem Nukleokapsid

zusammensetzt. Ein schematische Darstellung eines Virions ist in Abbildung 1.2 gezeigt.

1.3 Klassifikation der Retroviren

Zu der Klasse der Viren, die RNA revers transkribieren, gehoren drei Familien: die
Retroviridae, die Metaviridae und die Pseudoviridae. Wiahrend die letztgenannten in
Pilzen und Invertebraten zu finden sind, infizieren die Retroviridae Vertebraten
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ICTV/overview/dnaandrna.html). Eine grobe Einteilung in
simple und komplexe Retroviren basiert auf dem Vorhandensein weiterer Gene neben gag,
pro, pol und env (Coffin, 1992; Murphy et al., 1994), wobei z.B. C-Typ Viren der Sduger
zu den simplen und unter anderem HIV zu den komplexen Viren gezéhlt werden.

Im Elektronenmikroskop lassen sich morphologisch vier Typen von Retroviren
unterscheiden (Teich, 1984). A-Typ Partikel liegen nur intrazelluldr vor und besitzen keine
Infektiositit. Der Prototyp der B-Typ Partikel-Gruppe ist MMTV (Mouse mammary tumor
virus). Die Gruppe zeichnet sich durch Bildung intrazytoplasmatischer toroidaler
Strukturen an der Knospungsstelle und elektronendichte, exzentrische Kerne in reifen
Partikeln aus. Die meisten Retroviren, die bislang isoliert wurden, gehéren zu der C-Typ
Gruppe. Ein Hauptmerkmal dieser Gruppe ist, da3 bis zum Knospen des Virions keine
intrazytoplasmatischen Virusstrukturen zu erkennen sind. Reife C-Typ Partikel besitzen

zentral gelegene, elektronendichte Kerne. D-Typ Retroviren werden durch M-MPV
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(Mason-Pfizer monkey virus) vertreten. Reife Virionen dieser Gruppe zeigen Ahnlichkeit

zu den B-Typ Viren, tragen aber kiirzere ,,Spikes* auf der Oberfldche (Teich, 1984).

gag pro/pol eny
Matrixprotein (MA) Protease (PRO) Hiillproteine
Kapsidprotein (CA) Integrase (IN) ¢ Transmembrananteil (TM)
Nukleokapsid (NC) Reverse Transkriptase (RT) e Oberflichenanteil (SU)

MA

virales Genom

Abb. 1.2 Schematische Darstellung der proviralen Genomstruktur eines Retrovirus
und eines Virions.

Die Genprodukte der viralen Leserahmen sind unter den jeweiligen Genen aufgefiihrt (oben) und im Virion
mit den Farben der jeweiligen Gene gekennzeichnet (unten). Im reifen Viruspartikel liegt das RNA-Genom
mit Nukleokapsidproteinen assoziiert vor. Die Lipidmembran entstammt der Zytoplasmamembran der
Wirtszelle. LTR: long terminal repeat; gag: group specific antigen; pro/pol: Protease/Polymerase; env:
envelope.

Basierend auf dem Weg des Zusammenbaus der Viruspartikel konnen B-Typ und C-Typ
Retroviren unterschieden werden, wobei die C-Typ Gruppe zwei Untergruppen enthilt.
Die eine Gruppe stellen die Retroviren der Sduger und Vogel dar, die andere die
HTLV/BLV Gruppe und die Lentiviren (Nermut & Hockley, 1996) (Tabelle 1.2). Nach
morphologischen Kriterien und der evolutiondren Verwandtschaft wird die Familie der
Retroviridae in sieben Gattungen eingeteilt, die in Tabelle 1.2 aufgelistet sind. Zusitzlich
dazu sind in letzter Zeit komplexe Retroviren auch aus mehreren Fischarten isoliert
worden, die noch keine taxonomische Klassifizierung erfahren haben (Petropoulos, 1997).
Desweiteren wurden kiirzlich die in Drosophila melanogaster gefundenen gypsy-

Sequenzen als echte Retroviren identifiziert aber noch nicht in das taxonomische System

der Retroviren aufgenommen (Petropoulus, 1997).
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1.4 Endogene Retroviren

Abgesehen von wenigen Ausnahmen (MMTV und das Jaagsiekte Schaf Retrovirus
(JSRV)) (Wilkinson et al., 1994) fehlt endogenen Retroviren ein exogener Lebenszyklus.
Das Genom endogener Retroviren, das im proviralen Zustand dem von exogenen, durch
Infektion vermittelten, Retroviren entspricht, ist in der Keimbahn des Wirtes verankert und
wird nach Mendelschen Regeln vererbt (Coffin, 1984). Sie zeigen aber, evolutiondr
betrachtet, keine stabile Assoziation mit ithrem Wirt (Coffin, 1984). Das Fehlen eines
exogenen Lebenszyklus unterbindet die horizontale Verbreitung (durch Infektion), so daf3
eine Transmission nur vertikal, von einer Generation auf die nédchste, moglich ist. Eine
Vielzahl von Vertebraten weisen endogene Retroviren auf (Herniou et al., 1998) und die
meisten sind fiir ihren Wirt apathogen (Coffin, 1984). Eine Zusammenstellung einiger

endogener Retroviren ist in Tabelle 1.3 dargestellt.

Tab. 1.2 Klassifizierung der Retroviridae.

Gattung Typspezies ICTV' Nomen-klatur ~ Viruszusam- Genom
menbau
Avian C-Typ Retroviren (Aviane — Rous Sarcoma Virus (RSV) Alpharetroviren’ C-Typ Simpel
Leukosis-Sarcoma Virusgruppe)
MLV>-verwandte Retroviren® MLV Epsilonretroviren® C-Typ Simpel
Mammalier B-Typ Retroviren =~ Mouse mammary tumor virus ~ Gammaretroviren B-Typ Simpel
(MMTV)
D-Typ Retroviren Mason-Pfizer monkey virus Betaretroviren B-Typ Simpel
(M-PMV)
HTLV/BLV Gruppe® HTLV, BLV Deltaretroviren C-Typ Komplex
Lentiviren Humanes Immunodefizienz Lentiviren C-Typ Komplex
Virus (HIV) -1 und -2
Spumaviren Humanes Foamy Virus Spumaviren B-Typ Komplex
(HFV)

'International committee on taxonomy of viruses (http:/www.ncbi.nlm.gov.ICTV); *die Typspezies des
ICTV fir diese Gattung ist das Aviane Leukosisvirus; *Murines Leukdmievirus (murine leukemia virus,
MLV); *Subgattung davon: mammalier C-Typ Retroviren (Petropoulus, 1997); *die Typspezies des ICTV fiir
diese Gattung ist das Walley Dermal Sarcomavirus; *Humanes T-Zell Leukdmievirus-1 und -2, Bovines
Leukimievirus; "HFV wird auch als HSRV bezeichnet (Petropoulus, 1997).

1.5 Porcine Endogene Retroviren (PERYV)

In den 70er Jahren wurden erstmals Viruspartikel des C-Typs in Kulturen stabiler
Nierenzellinien des Schweines nachgewiesen (Breese, 1970; Armstrong et al., 1971). Im
Anschlufl an den Nachweis, daB3 es sich bei diesen Partikeln um endogene Retroviren
handelt (Todaro et al., 1973), erfolgte in jlingster Zeit die molekulare Charakterisierung
und der Nachweis, dall PERV infektios fiir humane Zellen sind (Patience et al., 1997; Le
Tissier et al., 1997; Czauderna et al., 2000).
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Derzeit sind vier Klassen von PERV bekannt, die sich in den Genen fiir die Hiillproteine
unterscheiden und unterschiedliche Wirtszellspezifitiaten aufweisen (Le Tissier ef al., 1997;
Akiyoshi et al., 1998; Takeuchi et al., 1998; Patience et al., 2001). Wahrend PERV-A und
PERV-B polytrope Eigenschaften zeigen, konnte fiir PERV-C (synonym PERV-MSL) in
Pseudotypisierungsversuchen nur ein eingeschrinktes Wirtszellspektrum nachgewiesen
werden; diese Klasse gilt als ecotrop (Takeuchi et al., 1998). Von der env Sequenz der
Klasse D sind bislang nur 275 Nukleotide bekannt (Patience ef al., 2001)".

Untersuchungen ergaben, dafl etwa 30 bis 50 provirale Integrationen im Schweinegenom
zu finden sind (Patience et al., 1997). Zumindest fiir einige dieser Proviren konnte die
Bildung von mRNA in Herz-, Nieren-, Milz-, Haut-, Lunge- und Lebergewebe sowie in
peripheren Blutlymphozyten und Aortaendothelzellen nachgewiesen werden (Patience, et
al., 1997; Akioshi et al., 1998; Martin et al., 1998; Wilson et al., 1998). Bislang ist jedoch
unklar, ob Viruspartikel auch in vivo, in Schweineorganen, gebildet werden. Desweiteren
konnte bis heute keine Erkrankung von Schweinen mit PERV in Verbindung gebracht

werden.
1.6 Xenotransplantation

Die Ubertragung von lebenden Zellen, Geweben oder Organen von einem nicht-humanen
Spender auf einen Menschen zur therapeutischen Behandlung von Organversagen im
Endstadium und anderer Erkrankungen, wird als Xenotransplantation (XTx) bezeichnet
(UNOS, 1995). Historisch betrachtet liegen erste Versuche der Ubertragung von tierischem
Gewebe auf Menschen einige hundert Jahre zuriick. Bereits 1682 soll einem russischen
Adligen ein Knochenstiick eines Hundes in den Schidel eingesetzt worden sein. Ullmann,
der 1902 eine Hundeniere auf eine Ziege iibertrug, stellte seine Forschung auf diesem
Gebiet ein, nachdem eine gleichartige Ubertragung vom Schwein auf eine nierenkranke
Frau scheiterte (Nagy, 1999). 1905 transplantierte Princeteau Teile von Kaninchennieren
auf ein an Urdmie leidendes Médchen und 1910 verpflanzte Unger die Niere eines
Rhesusaffen. Es folgte 1923 Neuhof, der eine Schafsniere tibertrug und 1924 Avramovici,

der Nierentransplantationen von Katzen auf Hunde durchfiihrte (http://www.healthsci.

' Die Existens eines env Gens der Klasse D wurde 2000 in einem Patent (Patent Nr. WO 00/11187)
beschrieben. In einer neueren Publikation wird vor dem Hintergrund der Existenz von weiteren PERV
Sequenzen im Genom des Hausschweins und ihm verwandten Arten eine neue Nomenklatur fiir PERV
vorgeschlagen, so daf die Formulierung PERV A bis D dort nicht mehr auftritt (Patience et al., 2001).
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utas.edu.au/pathsec/CJA308%20projects/transplant/history ehtics.htm). Erst 1964 wurden
erstmals erfolgreich solide Organe verpflanzt. In New Orleans wurden insgesamt 13
Nieren von Schimpansen transplantiert, wobei eine Patientin neun Monate mit normalen
Nierenfunktionen iiberlebte, bevor sie an den Nebenwirkungen der Immunsuppression
verstarb (Reemstma et al., 1964). Die wahrscheinlich bekannteste Xenotransplantation
fand 1984 statt, als einem als ,,Baby Fae* bekannt gewordenen Sdugling, der mit einem
schweren Herzfehler zur Welt kam, ein Pavianherz transplantiert wurde. Das Kind
iiberlebte 20 Tage (Bailey et al, 1985). Die bislang letzte Ubertragung eines
Primatenorgans iiberlebte ein Patient 26 Tage, bevor er an Leberversagen starb (Starzl et
al., 1993). Die Verwendung von Primaten als Spender fiir Xenotransplantationen wurde in
den USA kiirzlich durch die Gesundheitsbehorde (FDA) ausgeschlossen
(http://www.fda.gov/cber/gdlns/xenoprim.pdf, 1999) was zu einer Verstirkung der
Forschung im Hinblick auf die Verwendung von Schweinen fiir die Xenotransplantation
fiihrte, da sie anatomisch und physiologisch dem Menschen dhnlich sind (Sachs, 1994;
Cozzi & White 1995; Dorling et al., 1997; Greenstein & Sachs, 1997). Derzeit umfassen
Studien die Implantation von fotalem neuronalem Gewebe zur Behandlung von Parkinson
und Huntington Erkrankungen (Deacon et al., 1997; Fink et al., 2000), die Infusion oder
Implantation von (eingekapselten) Inselzellen zur Therapie von Diabetes mellitus (Tibell et
al., 1994; Groth et al., 1994; Groth et al., 1998), extrakorporale Leberperfusion (Breimer et
al., 1996) und die Perfusion durch oder Implantation von ganzen Leberpréiparationen als
Behandlung von Leberversagen (Chari et al, 1994; Cramer, 1995). Neuere
Untersuchungen schlieBen die Verwendung von porcinen neuronalen Zellen zur
Regeneration von zerstorten Nerven mit ein (Imaizumi et al., 2000).

Wie bei allen Transplantationen (mit Ausnahme von autologen Transplantationen) besteht
auch bei der Xenotransplantation die Problematik der AbstoBung. Dabei unterscheidet man
drei Stufen. Die erste und innerhalb von Minuten bis Stunden einsetzende hyperakute
AbstofBung von vaskularisierten Organen (hyperacute rejection, HAR) (Bach ef al., 1995)
wird bedingt durch préformierte Antikdrper (xenoreactive natural antibodies, XNA) im
Menschen gegen spezifische Zuckerreste (Gala(1-3)Gal Epitope; oGal) auf den
Endothelzellen des Schweins. Die Antikdrperbindung zieht eine Aktivierung der
Komplementkaskade nach sich, die zu einer Zerstérung des Endothels und damit zu einem
Absterben des porcinen Organs fiihrt (Dorling et al., 1997). Der HAR folgt eine verzdgerte
AbstoBung des Xenotransplantates, die als verzogerte Xenograft-AbstoBung (delayed

xenograft rejection, DXR) bezeichnet wird, erst nach Tagen einsetzt und durch die
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Einbeziechung von Entziindungsmediatoren, Makrophagen und natiirlichen Killerzellen
charakterisiert ist. An diese schliefit sich eine durch T-Zellen vermittelte chronische

AbstoBung an (Bach et al., 1995).

Tab. 1.3: Auswahl endogener Retroviren unterschiedlicher Spezies
(verdndert nach Boeke und Stoye, 1997)

Name Kopien im haploiden ~ Genomgrifie  Organisation Referenz
Genom (kb)
Maus
MLV
Ecotrop 0-10 8,8 LTR-gag-pol-env-LTR Herr, 1984
Xenotrop 5-30 8,8 LTR-gag-pol-env-LTR O'Neill et al., 1985
Polytrop 10-30 9,2 LTR-gag-pol-env-LTR Stoye & Coffin, 1987
MMTV 0-10 10,0 LTR-gag-pol-env-LTR Moore et al., 1987
(sag) (sag)
Huhn
ALV 0-10 8,2 LTR-gag-pol-env-LTR Hughes, 1982
Katzen
FeLV 8-12 LTR-gag-pol-env-LTR Stewart e/ al., 1986
RD114 20 LTR-gag-pol-env-LTR R. Moehring (unpub)
Schwein
PERV 30-50 8,9 LTR-gag-pol-env-LTR Patience et al., 1997
Czauderna et al., 2000
Koala
KoERV - 8,4 LTR-gag-pol-env-LTR Hanger et al., 2000
Pavian
BaEV 5-15 8,9 LTR-gag-pol-env-LTR Kato et al., 1987
Mensch Klasse I
HERV-E 35-50 8,8 LTR-gag-pol-env-LTR Repaske et al., 1985
HERV-R 10 9,9 LTR-gag-pol-env-LTR O'Connell et al., 1984
HERV-H 900 5,8 LTR-gag-Apol-LTR Mager & Freeman, 1987
100 8,7 LTR-gag-pol-env-LTR Hirose et al., 1993
Mensch Klasse 11
HERV-K 50 9,2 LTR-gag-pol-env-LTR Ono et al., 1986
rev? Lower et al., 1993
HERV-L 200 6,5 LTR-gag-pol-env-LTR Cordonnier et al., 1995

Im Mittelpunkt der Forschung steht derzeit die hyperakute AbstoBung. In Experimenten
konnte gezeigt werden, dall die Reduktion des XNA-Titers im Transplantatempfinger
durch Immunadsorption an oGal-haltiges Sdulenmaterial (Good et al., 1992) oder durch
die Injektion dieser Kohlehydrate, die die Bindestellen der Antikorper absittigen (Ye et al.,
1994), moglich ist. In beiden Féllen war der Effekt allerdings nur temporér (Dorling et al.,
1997). Ein anderer Ansatz verfolgt die Inhibierung der Komplementkaskade z.B. durch die
Gabe von loslichem Komplementrezeptor Typ 1 (soluble complement receptor type 1,
sCP1) (Ryan, 1995), fiir den eine Verlingerung des Uberlebens des Xenografts
nachgewiesen wurde (Pruitt ef al., 1991; Xia et al., 1992; Xia et al., 1993; Pruitt et al.,
1994). Eine weiter reichende Hemmung der Komplementkaskade wird durch die

Produktion von transgenen Schweinen, die humane komplementregulatorische Proteine auf
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der Zelloberfliche tragen, erreicht (Ryan, 1995). Proteine, die zu der Gruppe der
»~Regulatoren der Komplementaktivitit“ (regulator of complement activity, RCAs)
gehoren, sind CD55 (decay-accelerating factor, DAF), CD46 (membrane cofactor protein,
MCP) sowie CDS59 (inhibitor of membrane attacking complex, MAC-inhibitor). In
Tiermodellen konnte nachgewiesen werden, dal die HAR bei der Verwendung von
solchen transgenen Schweinegeweben und -organen iiberwunden werden konnte (Cozzi &
White, 1995; McCurry, 1995; Cowan et al., 2000). Daneben werden Versuche
unternommen, Schweine herzustellen, die transgen flir das humane Enzym
a(1,2)Fucosyltransferase sind, und somit in einer Konkurrenzreaktion mit dem porcinen
Enzym o(1,3)Galactosyltransferase, das fiir die Bildung der aGal Epitope verantwortlich
ist, humane Zuckerreste auf den Zelloberflichen auspridgen wiirden (Sharma et al., 1996).
Hinzu kommt, dal neue Erfolge beim Klonen von Schweinen (Polejaeva et al., 2000;
Onishi et al., 2000) die Moglichkeiten, transgene Tiere mit definierter Qualitét
herzustellen, verbessert haben.

Fiir den reziproken Ansatz, der die Induktion von Toleranz gegen das Xenotransplantat
verfolgt, konnte im Mausmodell durch das Einbringen der porcinen Galactosyltransferase
via retroviralem Gentransfer in Knochenmarkszellen (Bracy et al., 1998) bzw. durch
Knochenmarkstransplantation von Wildtypméusen in ,,Transferase-knock-out® Maduse
(Yang et al., 1998) B-Zell Toleranz nachgewiesen werden.

Ein Argument, das gegen die Verwendung von transgenen Schweinen fiir die
Xenotransplantation spricht, ist, da3 die Expression von humanen Komplementregulatoren
auf den Zelloberfldchen der Spendertiere auch freigesetzte Viren ,tarnen” und somit dem
Komplementsystem entziehen wiirde (Takeuchi et al., 1996; Takeuchi et al., 1997; Weiss,
1998). Daneben konnte gezeigt werden, daB humane RCAs Rezeptoren fiir verschiedene
Viren darstellen (Naniche et al., 1993; Doerig et al., 1993; Ward et al., 1994; Bergelson et
al., 1994; Santoro et al., 1999), was eine neuartige Infektionsgefahr fiir porcine Organe
bedeutet.

Es sind zudem Bedenken formuliert worden, da mit Xenotransplantaten neue
Mikroorganismen in die Empfanger libertragen werden konnen, was zu Xenozoonosen
fiihren kann (Michaels & Simmons, 1994; Stoye & Coffin, 1995; Allan, 1996; Fishman,
1997, Takeuchi, 2000).

SchlieBlich ist festzustellen, da auch unter Verwendung von Immunsuppressiva wie
Cyclosporin A, FK506 und Rapamycin in Verbindung mit transgenen Geweben oder

Organen, die die HAR als iiberwindbar erscheinen lassen, die Problematik der verzogerten
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Abstoflung und der chronischen AbstoBung noch nicht geldst ist. Desweiteren ist nicht
bekannt, ob ein Schweineorgan liber einen ldngeren Zeitraum im menschlichen Korper
seine Funktion ausiiben kann (Dorling et al, 1997). Somit bieten sich derzeit
Xenotransplantate, besonders im Fall von ganzen vaskularisierten Organen, nur zur
Uberbriickung (sogenanntes bridging) an, bis ein passendes Allotransplantat zur Verfiigung

steht.

1.7 PERY und Xenotransplantation

Die Moglichkeit, Schweine unter spezifisch oder qualifiziert pathogen-freien (SPF, QPF)
Bedingungen zu ziichten und zu halten, ermdglicht es prinzipiell, Tiere zu erzeugen, die
weder exogene Viren, noch Bakterien, Pilze oder Parasiten, die fiir den Rezipienten
gefahrlich sein konnten, tragen. Einige Mikroorganismen, die vom Schwein auf den
Menschen iibertragen werden konnen, sind in Tabelle 1.4 aufgelistet (Fiane et al., 2000).
Problematisch bleiben jedoch endogene Retroviren und weitere, unbekannte oder weniger
gut charakterisierte Viren, wie Herpesviren (Stoye, 1997; Stoye, 1998; Ehlers et al., 1999,
Onions et al., 2000).

In vitro Untersuchungen zeigten erstmals 1997, dal PERV humane Zellen infizieren kann
(Patience et al., 1997). Zellfreier Kulturiiberstand der porcinen Zellinien PK15 und MPK,
die spontan endogene C-Typ Retroviren freisetzen (Armstrong et al., 1971; Todaro et al.,
1974; Moennig et al., 1974), wurde verwendet, um suszeptible Zellinien zu
charakterisieren. Es zeigte sich, dal PERV aus PKI15-Zellen sowohl Zellinien des
Schweins, des Nerz und des Menschen infizieren kann. Uberstand der Zellinie MPK
infizierte nur porcine Zellinien (Patience et al., 1997). MPK Zellen produzieren folglich,
im Gegensatz zu PK15, nur ecotrope Viruspartikel. Studien zum Wirtszellspektrum von
PERYV, die unter Verwendung von pseudotypisierten MLV-Partikeln mit den PERV Env
Klassen A, B und C durchgefiihrt wurden, haben das Spektrum der suszeptiblen Zellinien
erweitert (Takeuchi et al., 1998). In dieser Untersuchung wurde auch gezeigt, dal PERV-
C, freigesetzt von MPK Zellen, ebenfalls humane Zellen infizieren kann. PERV-C muf}
daher als polytrop eingestuft werden.

In der letzten Zeit konnte fiir primére porcine Zellen gezeigt werden, daf sie mit und ohne
mitogene Stimulierung PERV Partikel freisetzen, die fiir humane Zellen infektios sind
(Wilson et al., 1998; Martin et al., 1998; Wilson et al., 2000; Van der Laan et al., 2000).

Desweiteren zeigte sich, dal primidre humane Endothelzellen produktiv infiziert werden
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konnen (Martin et al., 2000) und daB} zusdtzlich, was zum Teil im Widerspruch zu den o.g.
Pseudotyp-Experimenten steht, auch Zellinien von nicht-humanen Primaten durch PERV
infiziert werden konnen (Blusch et al., 2000). Hinzu kommt, dafl beschrieben worden ist,
daBB PERV nach Passagierung in humanen Zellen replikationsdefekte MLV Vektoren
komplementieren konnte und diese Vektoren im Anschlul resistent gegen humanes

Komplement waren (Griffiths, 2000).

Tab. 1.4: Auswahlliste von Erregern des Schweins, die auf den Menschen iibertragen
werden konnen. (nach Fiane et al., 2000)

Bakterien Parasiten, Protozoen und Pilze  Viren

Brucella suis Ascaris Porcines Adenovirus
Campylobacter coli Babesia spec. Porcines Cytomegalievirus
Campylobacter jejuni Balantidium coli Porcines Rotavirus

Chlamydia psittaci Cryptospiridium spec. Porcines endogenes Retrovirus
Clostridium tetani Echinococcus Aujeszky's disease virus
Corynebacterium suis Entamoeba Japanisches Enzephalievirus
Enterobacteriaceae Pneumocystis carinii Encephalomyocariditisvirus
Erysipelotrix rhusiopatihiae Schistosoma spec. Vesikuldres Stomatitisvirus
Haemophilus spec. Toxoplasma gondii Maul- und Klauenseuche Virus
Leptospira interrogans Trypanosoma cruzi Rabies Virus

Listeria monocytogenes Trichinella spiralis Schweine Influenza Virus
Mycobacterium avium Aspergillus spec. Schweine Parainfluenza Virus
Mycobacterium bovis Cryptococcus neoformans

Mycobacterium tuberculosis Histoplasma capsulatum

Pasturella multocida Microsporum nanum

Pseudomonas spec. Zygomycetes

Salmonella spec. Nocardia

Yersinia spec.

Retrospektive Untersuchungen von Patienten, die zu therapeutischen Zwecken mit
lebendem porcinem Gewebe in Kontakt gekommen waren, ergaben bislang keinen
Hinweis auf eine Ubertragung von und Infektion mit PERV, auch wenn in einigen Fillen
Mikro-Chimérismus gefunden wurde (Patience et al., 1998; Heneine et al., 1998; Pitkin et
al., 1999; Paradis et al., 1999; Dinsmore et al., 2000).

Kiirzlich konnte jedoch fiir NOD/SCID (non-obese diabetic, severe combined
immunodeficiency) Méuse, die kein Immunsystem besitzen, gezeigt werden, dall nach der
Verpflanzung von porcinen Inselzellen von diesen PERV freigesetzt und in der Folge
mehrere Organe mit PERV infiziert wurden (Van der Laan et al., 2000).

Auch wenn NOD/SCID Maiuse nicht die Situation in immunsupprimierten Menschen
widerspiegeln und der Nachweis einer PERV Infektion fiir Kritiker nicht eindeutig
erbracht wurde, haben diese Experimente doch zu einer neuen Diskussion {iber die Risiken

der Xenotransplantation beigetragen (Dorey, 2000).
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1.8 Zielsetzung der Arbeit

Die vorliegende Arbeit umfaflt zwei thematische Schwerpunkte. Im Rahmen eines
Projektes sollten provirale PERV Sequenzen aus dem Genom einer porcinen Zellinie, die
spontan PERV Partikel freisetzt, isoliert und charakterisiert werden. Die so erhaltenen
PERV Klone sollten auf ihre Infektidsitit auf Sdugerzellinien untersucht werden.
Desweiteren sollten Sequenzvergleiche zwischen diesen und zuvor aus humanen, mit
PERYV infizierten Zellen isolierten Proviren durchgefiihrt werden, um Veridnderungen in
den Sequenzen porcinen und humanen Ursprungs zu identifizieren. Die Charakterisierung
von funktionalen PERV aus dem porcinen Genom inklusive der genomischen
flankierenden Sequenzen kann zukiinftig zum Screenen von Spendertieren fiir die
Xenotransplantation eingesetzt werden um die Infektionsrisiken durch PERV genetisch zu

evaluieren.

Die Intention des zweiten Projektes war die Produktion von Antiseren gegen PERV und
die Etablierung von immunologischen Testsystemen zum Nachweis von PERV. In einem
Ansatz wurden rekombinante PERV Proteine in Insektenzellen exprimiert. Diese Zellen
wurden als positive Testsysteme fiir PERV-spezifische Peptidantiseren verwendet und
konnen desweiteren zur Isolation von rekombinanten PERV Proteinen herangezogen
werden. Parallel dazu sollten in einem zweiten Ansatz auf Basis bekannter PERV
Sequenzen Peptide definiert werden, die zur Herstellung von Peptidantiseren verwendet
werden sollten. Die so erzeugten PERV-spezifischen Antiseren sollten verwendet werden
um Assays zu etablieren, die zur Uberpriifung sowohl von Spendertieren als auch von
Empfangern von Xenotransplantaten, hinsichtlich potentieller Expression von PERV,

einsetzbar sind.
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Organismen

Bakterienstimme

Escherichia coli Stamm mit dem Genotyp: F  ®80d/acZAMI1S5
A(lacZYA-argF) U169 deoR recAl endAlhsdR17(rg’, mg') phoA
supE44 )" thi-1 gyrA96 relAl (Life Technologies)

Escherichia coli Stamm mit dem Genotyp: F mcrA A(mrr-hsdRMS-
mcrBC) ®80dlacZA M15 AlacX74 deoR recAl endAl araD139 A(ara,
leu)7697 galU galK A" rpsL nupG (Life Technologies)

Escherichia coli Stamm mit dem Genotyp: F* mcrA A(mrr-hsdRMS-
mcrBC) ®80lacZAM15 AlacX74 deoR recAl araD139 A(ara-
leu)7697 galU galK rspL (Str") endA1 nupG (Invitrogen)

Escherichia coli Stamm mit dem Genotyp: F' {lacI%, Tn/0(Tet")} mcrA
A(mrr-hsdRMS-mcrBC)  ®80lacZAM15  AlacX74 deoR  recAl
araD139  A(ara-leu)7697 galU galK rspL(Str") endAl nupG
(Invitrogen; One Shot®)

Escherichia coli Stamm mit dem Genotyp: A(mcrA)183 A(mcrCB-

hsdSMR-mrr)173 endAl supE44 thi-1 gyrA96 relAl lac (P2 lysogen)
(Stratagene)

Insektenzellinien

ECACC Nr. 89070101, Zellen des Ovariums der Puppe des
Nachtfalters Spodoptera frugiperda

An Wachstum in serumfreiem Medium adaptierte Zellen, abgeleitet
vom Zellhomogenisat der Eier des Nachtfalters Trichoplusia ni (High

Five; Invitrogen)
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2.1.3 Sidugerzellinien

PK15:

ATCC Nr. CCL-33, normale epitheliale Nierenzellinie eines adulten

Schweines (Sus scrofa)

293: ECACC Nr. 85120602, Adenovirus-5 transformierte epitheliale
Nierenzellinie eines menschlichen Embryos (Homo sapiens)

293 PERV-PK: Adenovirus-5 transformierte  epitheliale = Nierenzellinie  eines
menschlichen Embryos (Homo sapiens) nach Co-Kultivierung mit
PK15 Zellen produktiv mit PERV infiziert (Patience et al., 1997)

D17: ECACC Nr. 98090403, Osteosarcoma-Zellinie eines adulten Hundes
(Canis familiaris)

HeLa: ECACC Nr. 85060701, menschliche epitheliale Carcinoma-Zellinie aus
dem Gebarmutterhals (Homo sapiens)

PG-4: ECACC Nr. 94102703, Moloney Sarcoma Virus (M-MST)
transformierte astrocytische Zellinie der Katze (Felis catus)

2.2 Zellkultur

2.2.1 Kultivierung von Insektenzellen

Die adhdrent wachsende Zellinie SF9 wurde in TNM-FH Insektenmedium (Sigma),

supplementiert mit 10% inaktiviertem fotalem Kélberserum (FKS; Seromed) und NSP

(siche 2.2.2), kultiviert und durch Abklopfen zweimal wdochentlich 1:3 gesplittet. Die an

Wachstum in serumfreiem Medium angepal3te Zellinie SHi5 (freundlicherweise von Dr.

Osterrieder zur Verfliigung gestellt) wurde in SF-900 serum free (GIBCO BRL) Medium,

supplementiert mit Gentamycin (50 pg/ml; Sigma), kultiviert und wochentlich dreimal 1:2

gesplittet. Die Kultivierung erfolgte in einem Zellinkubator bei 27°C.

SF9 Zellen wurden fiir die Transfektion und die Virusanreicherung sowie die Expression

von rekombinanten Proteinen verwendet. SHi5 Zellen wurden in Proteinexpres-

sionsversuchen eingesetzt, wobei die Verwendung von serumfreiem Medium die

Anwesenheit von storenden Serumproteinen im Zellkulturmedium verhinderte.
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2.2.2 Kultivierung von Siugerzellen

Die Zellinie HeLa wurde in CMRL (Connaught Medical Research Laboratories 1069)
Medium, supplementiert mit Bicarbonat (3,7 g/l), 1,25% L-Glutamin, 0,4% NSP (je 10.000
Units/ml Medium Neomycin, Streptomycin und Penicillin; zu einem spéteren Zeitpunkt
der Dissertation nur noch SP) und 10% inaktiviertem FKS, kultiviert. Je nach Bedarf
wurden die Zellen ein- bis zweimal wochentlich trypsinisiert (10 ml 2,5% Trypsin
Melnick, 15 ml Versen (159 mM NaCl, 3 mM KCl, 6,5 mM Na,HPOy, 1,5 M KH,POy4, 0,2
mM Titriplex) und 30 ml PBS ohne Mg/Ca) und im Verhéltnis 1:5 bis 1:20 gesplittet. Die
Kultivierung von 293 (freundlicherweise von Dr. Patience, London, zur Verfiigung
gestellt) und PG-4 Zellen erfolgte in DMEM (Dulbecco's modification of Eagle's medium),
supplementiert mit Glutamin, NSP (SP) und FKS. D17 Zellen wurden in MEM (Minimal
essential medium) gehalten, das mit Glutamin, NSP (SP) und FKS supplementiert war. Die
Zellen wurden je nach Bedarf und Zellinie ein- bis zweimal wdchentlich im Verhiltnis 1:2
bis 1:20 gesplittet. Die Kultivierung erfolgte in Zellinkubatoren (Heraeus) bei 37°C und
5% CO,.

223 Einfrieren von Siugerzellen

Zellen aus einer mittelgrofen Flasche (80 cm” Nunc) wurden trypsinisiert (siche Punkt
2.2.2) und in 30 ml Medium aufgenommen. Nach dem Pelletieren (200 x g, 3 min, 4°C)
wurden die Zellen je nach Anzahl in 1,5 bis 3 ml Einfrierlosung (90% FKS, 10% DMSO
(Dimethylsufoxid; Sigma)) aufgenommen, in Cryo Vials (Greiner) iliberfithrt und nach

Lagerung fiir 2 Stunden (h) bei -20°C und 2 h bis iiber Nacht bei -80°C in fliissigem

Stickstoff gelagert.

2.3 Transfektionen und Infektionen

2.3.1 Transfektion von Insektenzellen zur Herstellung rekombinanter
Baculoviren

Zur Expression von heterologen Genen in Insektenzellen wurden die Gene in
Baculotransfervektoren (pBac-2cp und pVL1392; Novagen) kloniert, die im Bereich der

Klonierungsstelle homologe Sequenzen zum Polyhedringen des Wildtyp-Baculovirus
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(Autographa californica nuclear polyhedrosis virus, AcNPV) enthalten. Durch Co-
Transfektion des rekombinanten Transfervektors mit linearisierter Wildtyp-Baculovirus
DNA kommt es zur homologen Rekombination zwischen dem Virus und dem
Transfervektor. Das heterologe Gen kommt dabei unter die Kontrolle des starken
Polyhedrinpromotors, so dall eine effiziente Expression des rekombinanten Proteins
gewihrleistet ist.
Zur Transfektion wurden 2x10° SF9 Zellen in 6 cm” Platten (Nunc) ausgesét und nach
einstiindigem Absetzen transfiziert. Der Transfektionsmix bestand aus:

¢ 19 ul TNM-FH Medium ohne FKS und NSP

e 5 ul lineare Baculovirus DNA (Baculo2000, 20 ng/ul; Novagen)

¢ 1 pg rekombinante Transfervektor DNA

e 20 ul H,O

¢ 5 ul Eufectin (Novagen)
Nach Durchmischung mittels eines Vortex wurde der Transfektionsmix 15 Minuten (min)
bei Raumtemperatur (RT) inkubiert und anschlieend auf 500 pl mit Medium ohne FKS
und NSP aufgefiillt. Die Zellen wurden zweimal mit nicht-supplementiertem Medium
gewaschen und anschlieBend mit 1 ml nicht-supplementiertem Medium {iberschichtet.
Nach Zugabe von 300 ul Transfektionsmix wurden die Zellen fiir 4 h bei 27°C inkubiert
und anschlieBend 1 ml Medium mit der doppelten Konzentration FKS und NSP
zugegeben. Nach vier Tagen wurde der Transfektionsiiberstand (TSN, transfection
supernatant) abgenommen, die Zellen abzentrifugiert (150 x g, 5 min, RT) und der
Uberstand zur Isolierung rekombinanter Baculoviren im Plaqueassay (siche 2.4.1)

eingesetzt.

2.3.2 Infektion von SHiS und SF9 Zellen zur Analyse rekombinanter

Proteinexpression

1x10° SHi5 oder SF9 Zellen wurden in Sechslochplatten (Renner) ausgesit und nach dem
Absetzen und Mediumwechsel mit 150 ul - 300 pl Virusstock (VS) II (siche 2.4.4)
infiziert. Um den optimalen Zeitpunkt der Proteinexpression zu bestimmen, wurden die
Zellen nach 1 bis 3 Tagen geerntet, lysiert und im Coomassie G 250 gefdarbten SDS-
Polyacrylamid Gel bzw. mittels Westernblot (sieche 2.7.2 und 2.7.3) untersucht. Die

optimale Expressionsdauer lag je nach Viruskonstrukt zwischen ein und zwei Tagen.
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233 Infektion von SHiS und SF9 Zellen zur priparativen Proteinexpression

Zur priparativen Expression von rekombinanten Proteinen wurden 1x10° bzw. 2x10° SHi5
oder SF9 Zellen in mittleren (80 cm?® Nunc) bzw. grofen (175 c¢m” Nunc) Flaschen
ausplattiert und nach dem Absetzen und Mediumwechsel mit 2 bzw. 6 ml VS II (siche
2.4.4) infiziert. Nach optimaler Inkubationsdauer bei 27°C wurden die Zellen geerntet und

die rekombinanten Proteine aufgereinigt (siehe 2.7.5).

234 Transfektion von Siugerzellen

Die Transfektion von Siugerzellen erfolgte mittels Lipofectamin (Life Technologies), das
den Gentransfer in eukaryotische Zellen durch die Ausbildung von stabilen DNA-
Liposomen-Komplexen vermittelt.

Etwa 2x10° Zellen wurden in Sechslochplatten (Renner) ausgesit und 24 h kultiviert. 1-5
png Plasmid DNA sowie 2-25 pl Lipofectamin wurden in jeweils 100 pl serumfreiem
Medium (Optimem 1, Life Technologies) verdiinnt, gemischt und zur Komplexbildung fiir
15 bis 45 min bei RT inkubiert. Nach Waschen der Zellen mit PBS (ohne Mg/Ca) und
anschlieBend mit Optimem 1 wurde 1 ml des DNA-Liposomen-Komplexes, nach
Verdiinnung mit 800 pl Optimem 1, zugegeben. Nach 2 bis 24 h wurde das
Transfektionsreagenz durch serumhaltiges Medium ersetzt. Nach zwei weiteren Tagen
wurden die Zellen entweder zur Bestimmung der Transfektionseffizienz fiir indirekte
Immunfluoreszenzanalysen (siehe 2.7.13) fixiert oder zur Erzeugung von Zellklonen

expandiert.

2.3.5 Infektion von Saugerzellen

Fiir Infektionsanalysen wurden etwa 2x10° Zellen in Sechslochplatten (Greiner) ausgesit
und 24 h kultiviert. AnschlieBend wurden die Zellen mit 1 ml zellfreiem, steril filtriertem
(0,45 pum; Sartorius) virushaltigem Zellkulturiiberstand infiziert. Nach zwei Tagen wurden
die Zellen entweder =zur Bestimmung der Infektionseffizienz fiir indirekte

Immunfluoreszenzanalysen (IF-Analysen; siehe 2.7.13) fixiert oder expandiert.



Material und Methoden 22

2.4 Produktion von rekombinanten Proteinen

2.4.1 Plaqueassay

Zur Isolierung rekombinanter Baculoviren wurde neben der Begutachtung der
morphologischen  Verdnderung der Zellen eine X-Gal (1-Isopropyl-B-D-1-
thiogalactopyranosid; Merck) Farbung herangezogen. Bei der homologen Rekombination
zwischen Baculotransfervektor und dem verwendeten Baculo2000 Wildtypvirus
(Novagen) wird das darin befindliche /acZ Gen durch das heterologe Protein ersetzt. Daher
bilden rekombinante Baculoviren farblose Plaques, die von den durch Wildtypviren
blaugeféarbten unterschieden werden konnen.

2x10° SF9 Zellen wurden in 6 cm? Platten (Nunc) ausgesit und nach dem Absetzen fiir 1 h
mit verschiedenen Verdiinnungen (10°, 10" und 10?) des TSN (siche 2.3.1) infiziert.
Derweil wurde 2%ige Agarose (SeaKam ME; Biozym) autoklaviert, im Wasserbad auf
45°C abgekiihlt und mit dem gleichen Volumen FKS-haltigem Medium versetzt. Nach
Absaugen des TSN wurden die Zellen mit 3 ml dieses 1%igen Agarose-Mediums
tiberschichtet. Nach Bedecken der erstarrten Agarose mit 1 ml Medium wurden die Zellen
fiir drei bis vier Tage bei 27°C inkubiert.

Zur Herstellung der Féarbelosung wurden 500 pl einer X-Gal Losung (40 mg/ml) in DMSO
steril filtriert und zu 100 ml einer 1%igen Agarose-Medium Mischung gegeben. Die
infizierten Zellen wurden nach Absaugen des Mediums mit 1 ml der Férbelosung
tiberschichtet und weitere 24 h bei 27°C inkubiert.

Wildtypviren lieBen sich lichtmikroskopisch durch die Freisetzung des blauen 5-Bromo-4-

chlor-indigo aus dem farblosen Substrat X-Gal identifizieren.

2.4.2 Amplifikation rekombinanter Baculoviren

Plaques rekombinanter Baculoviren wurden mit einer sterilen Pasteurpipette ausgestochen,
in 200 pl Medium tberfithrt und 1 h eluiert oder direkt zur Infektion von SF9 Zellen
verwendet.

1,2x10° SF9 Zellen wurden in Sechslochplatten (Renner) ausplattiert. Nach dem Absetzen
wurde 1,8 bzw. 2 ml frisches Medium in die Wells gegeben und die eluierten Viren (in 200
ul Medium) bzw. die gepickten Plaques direkt hinzugegeben. Zur Amplifikation wurden
die Zellen sieben Tage bei 27°C inkubiert. Der Uberstand mit den rekombinanten Viren
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(VS I) wurde bei 4°C gelagert.

243 Uberpriifung rekombinanter Viren durch Polymerase Kettenreaktion

(PCR)

Zur Isolation rekombinanter Viren wurden 750 pl VS I (siche 2.4.2) mit dem gleichen
Volumen Polyethylenglycol (25% PEG 6000 (Merck-Schuchardt)/2,5 M NaCl) versetzt
und 30 min bei RT inkubiert. Nach Zentrifugation (16.000 x g, 10 min, RT) wurden die
pelletierten Viren in 100 pl Proteinase K-Puffer (10 mM Tris [pH 7,8], 0,5% SDS) und 5
ul Proteinase K (20 mg/ml; Boehringer Mannheim) resuspendiert und 1 h bei 50°C
inkubiert. Die DNA wurde anschlieBend durch zweimalige Phenol/Chloroform (1:1)
Behandlung extrahiert und mittels Athanol prizipitiert (2,5faches Volumen 100%iges
Athanol, 5 ul Glycogen (2 mg/ml), -80°C, 1 h). Nach Zentrifugation (16.000 x g, 30 min,
4°C) und Waschen mit 70%igem Athanol wurde die DNA getrocknet, in 20 ul Aqua bidest
resuspendiert und in einer PCR (sieche 2.8.14) mit Primern spezifischen fiir den

Transfervektor analysiert.
244 Herstellung hochtitriger Virusstocks

Zur Erhohung des Virustiters von PCR-positiven, rekombinanten VS I (siche 2.4.2)
wurden 2-3x10" SF9 Zellen in groBen Zellkulturflaschen (175 cm* Nunc) ausgesit und
nach dem Absetzen und Zugabe von 30 ml frischem Medium mit 50 ul VS I infiziert. Nach
Inkubation fiir sieben Tage bei 27°C wurde der Zelliiberstand (VS II) geerntet und bei 4°C
gelagert. Zur Langzeitlagerung wurden Aliquots von je 1 ml bei -80°C gelagert.

2.4.5 Titration der Virusstocks

Zur Bestimmung des Titers der VS II (siche 2.4.4) wurden 2x10° SF9 Zellen in 6 cm®
Platten (Nunc) ausgesit. Zur Infektion wurden die Zellen nach dem Absetzen mit 1,5 ml
frischem Medium versehen und fiir 1h mit 500 ul VS II, von dem vier Verdiinnungsstufen
(10*-107) angesetzt wurden, inkubiert. Jede Verdiinnungsstufe wurde in Triplikaten
angesetzt. Im Anschlull wurde das Infektionsgemisch abgesaugt, die Zellen mit 0,5%igem
Agarose/Medium liberschichtet und fiir 4-5 Tage bei 27°C inkubiert. Zur Sichtbarmachung

der Plaques wurde Neutralrot verwendet, das lebende Zellen deutlich rot farbt und tote
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oder sterbende, virusinfizierte Zellen als helle Bereiche erscheinen 1a3t. Medium, das 0,5%
Agarose enthielt, wurde mit 5 ml (auf 100 ml Agarose/Medium) einer Neutralrot-
Stammlosung versetzt (1 mg/ml (Sigma), steril filtriert in Medium) und die Platten mit 3
ml dieses Neutralrot-Agarose-Mediums iiberschichtet (Endkonzentration 150 pg Neutralrot
pro Platte). Nach Inkubation iiber Nacht wurden die Plaques gezdhlt. Zur Berechnung der
»plaque-forming units“ pro ml (pfu/ml) wurde die Zahl der Plaques mit dem
Verdiinnungfaktor und dem Faktor 8 multipliziert (Formel 1). Zur Bestimmung der
Virusmenge, die benétigt wird, um 50% der Zellen in einer Kultur zu infizieren (,tissue
culture infectious dosis; 50%°; TCIDsy) wurde die Methode von Reed und Muench (1938)
angewendet. Dazu wurden die pfu durch den Faktor 0,69 dividiert (Formel 2).

Formel 1: Zahl der Plaques * Verdiinnungsfaktor * 8
Formel 2: TCIDsy = pfu/0,69

2.5 Aktivititsbestimmung der reversen Transkriptase (RT-Test)

Die Bestimmung der Aktivitit der reversen Transkriptase (RT) erfolgte mittels des C-type-
RT™ Activity Assay (Cavidi Tech), Protokoll B.

Dem Assay liegt zu Grunde, daB die im Uberstand von mit Retroviren infizierten oder
transfizierten Zellen befindliche, an Viruspartikel gebundene RT an einem immobilisierten
Template/Primer Konstrukt einen DNA Strang synthetisiert, in den im Reaktionsmix
enthaltenes Bromo-deoxyuridintriphosphat (BrdUTP) eingebaut wird. In einem
Detektionsschritt wird das eingebaute BrdUTP von spezifischen, mit alkalischer
Phosphatase gekoppelten Antikoérpern gebunden. Der Nachweis erfolgt kolorimetrisch und
ist proportional zu der RT-Aktivitét in der Probe.

Die Kontrolle schwach RT-positiver Uberstinde erfolgte mittels des Cavidi HS-Kit Mn**
RT Assay, Protokoll B.

Zur Bestimmung der RT-Aktivitdit in Zellkulturiiberstinden wurden diese nach
Abzentrifugieren der Zellen (300 x g, 3 min, 4°C) steril filtriert (0,45 pm; Satorius) und in
Aligots zu 200 pl bei -80°C bis zur Messung gelagert.
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2.6 Kulturbedingungen der Bakterienstimme

2.6.1 Kulturmedien

Die Herstellung von Kulturmedien erfolgte, falls nicht anders erwahnt, nach Sambrook et

al., 1989. Festmedien wurden mit 1,5% Agarose (w/v) versetzt.

2.6.2 Kultivierung von Escherichia coli

Die Kultivierung von E. coli erfolgte in TB-Medium (Terrific Broth; 12 g/l Trypton, 24 g/l
Hefeextrakt, 4 ml Glycerin, 17 mM KH,PO4, 72 mM K,HPOy; autoklaviert) oder LB-
Medium (Luria-Bertani; 10 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 10 g/l NaCl, pH 7,0;
autoklaviert) bei 37°C. Flissigkulturen wurden bei 37°C und 250 rpm geschiittelt. Zur
Selektion von transformierten Bakterien wurde das Antibiotikum Ampicillin (50 pg/ul;

Boehringer Mannheim) dem Medium zugegeben.

2.7 Proteinchemische Methoden

2.7.1 Proteingelelektrophorese

Die Auftrennung von Proteinlosungen erfolgte mittels SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese  (SDS-PAGE) nach Laemmli (1970). Verwendet wurden
diskontinuierliche Gele, die sich aus einem niederprozentigen Sammelgel, zur
Konzentration der Proteine, und einem hoéherprozentigen Trenngel zusammensetzen. Die
5%igen Sammelgele enthielten neben entsprechend verdiinnter Losung A (30% Acrylamid,
0,8% Bisacrylamid) 25% (v/v) Losung C (0,5 M Tris/HCI [pH 6,8], 0,4% SDS). Je nach
Grofe der zu trennenden Proteine wurden 10%ige bis 15%ige Trenngele verwendet. Sie
enthielten neben Losung A 25% (v/v) Losung B (1,5 M Tris/HCI [pH 8,8], 0,4% SDS). Die
Polymerisation wurde durch Zugabe von 0,1% APS (Ammoniumpersulfat; Gibco) und
0,05% TEMED (N, N, N', N'-Tetramethylethyldiamin; Serva) eingeleitet.

Die Proben wurden vor dem Auftragen in 1x Probenpuffer (4x Probenpuffer: 0,25 M
Tris/HCI [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 1x Elektrophorese-Laufpuffer (4x Elektrophorese-Laufpuffer: 0,1 M Tris/HCI [pH 8,3],
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0,77 M Glycin, 0,4% SDS) tiber 1,5 h bei 30 mA/Gel (Gelkammer: Mighty small II SE

250; Hoefer Scientific Instruments).

2.7.2 Farbung von Proteingelen

Zum Anféarben der in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurde Coomassie Brilliant
Blue benutzt. Dazu wurden die Gele je 1 h in den Ldsungen I (25% Isopropanol, 10%
Essigsédure, 30 mg/l Coomassie G 250), Losung II (10% Isopropanol, 10% Essigsédure, 30
mg/l Coomassie G 250) bzw. Losung III (10% Essigsdure, 30 mg/l Coomassie G 250)

gefirbt. Uberschiissiges Firbemittel wurde anschlieBend mit Wasser ausgewaschen.

2.7.3 Western Blotting

Die Ubertragung von Proteinen, die in einer SDS-PAGE (siehe 2.7.1) aufgetrennt wurden,
auf eine Membran (Towbin et al., 1979) wird in Anlehnung an den Nukleinsiuretransfer
nach Southern (Southern, 1975) Western Blotting genannt.

Die Gele wurden auf Filterpapier (Whatmann-3MM) iiberfiihrt und mit in Methanol
prdinkubierter PVDF-Membran (Immobilon-P; Millipore) und einer weiteren Lage
Filterpapier in eine Kunststoftkassette eingespannt. Der Blot-Prozef3 erfolgte in Blotting
Puffer (25 mM Tris/HCI, 192 mM Glycin, 20% Methanol, pH 8,3) bei 300 mA iiber 3 h
oder 70 mA {iber Nacht unter Kiihlung in einer Blotting-Apparatur (KMO?2 electronic;
Janke & Kunkel).

Nach dem Blotten wurden die Membranen 30 min in 1% Tween 20 (in PBS ohne Mg/Ca)
und anschliefend fiir 1 h in Blocking Puffer (10% FKS, 1% BSA, 0,1% Triton X-100 in
PBS ohne Mg/Ca) inkubiert um unspezifische Bindungsstellen abzuséttigen. Danach
wurden die Blots mit dem Primérantikorper (1:1000 bis 1:5000 in Blocking-Puffer oder
0,1% Triton X-100 in PBS ohne Mg/Ca) fiir 1 h bei RT oder bei 4°C iiber Nacht inkubiert.
Nach drei 5-miniitigen Waschschritten mit 0,1% Triton X-100 (in PBS ohne Mg/Ca)
erfolgte die Inkubation mit dem Sekundérantikorper. Je nach Primérantikorper wurde als
Sekundérantikorper Meerrettich-Peroxidase (horseradish peroxidase, HRP) gekoppeltes G-
Protein (Bio Rad) oder ein spezifisch gegen die ,Produktions-Spezies” des
Primérantikdrpers mit HRP-gekoppelter Antikorper verwendet. Einsatz fanden folgende
Sekundirantikorper: Anti-Maus (Amersham-Life Science), Anti-Kaninchen, Anti-Ziege,

Anti-Huhn (alle Dianova), und Anti-KLH (keyhole limpets hemocyanin; Sigma). Im Falle
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des Nachweises von S-Tag (siche 2.7.5) entfiel der Sekundirantikorper, da der
Primirantikorper bereits mit HRP gekoppelt war. Der His-Tag (siehe 2.7.5) wurde mit aus
der Maus stammenden Penta-His Antikorpern (Qiagen) inkubiert. Die Detektion erfolgte
mit Anti-Maus-HRP Antikorpern (s.o.). Nach drei weiteren 5-miniitigen Waschschritten
erfolgte der Nachweis der Proteine mit dem ECL-System (siche 2.7.4).

2.7.4 Enhanced chemiluminescence (ECL)-Verfahren

Die ECL-Reaktion wurde mit dem ECL Detection Reagent Kit (Amersham) nach den
Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Die an den Sekundérantikdrper gebundene
Meerrettich-Peroxidase setzt bei der Spaltung ihres Substrates (ECL Solution 1 und 2 im
Verhidltnis 1:1) Energie in Form von Chemilumineszenz frei. Die Detektion der
Chemilumineszenz erfolgt auf speziellen Filmen (Hyperfilm ECL, Amersham). Je nach

Starke des Signals wurden die Filme zwischen 10 Sekunden und einer Minute exponiert.
2.7.5 Aufreinigung rekombinanter Proteine

Rekombinante Proteine wurden aus dem Zellysat von mit rekombinanten Baculoviren
infizierten Insektenzellen mittels Affinititsaufreinigung als S-Tag- oder als His-Tag-
Fusionsproteine isoliert. Der S- und der His-Tag wurde durch den Transfervektor (pBac-
2¢p) eingebracht (siche Abb. 3.4). Bei der Affinititsaufreinigung mit dem S-Tag macht
man sich zu Nutze, dal er spezifisch an S-Protein Agarose bindet. Im Fall des His-Tags
erfolgt die Bindung an Ni*"-Agarose. Nach Abwaschen ungebundener Proteine kann das
Fusionsprotein entweder durch enzymatische Abspaltung der Tags oder durch
Verianderung der Pufferbedingungen, was die Bindung zwischen den Tags und S-Protein
bzw. der Ni*"-Agarose aufhebt, eluiert werden. Die Aufreinigung erfolgte entweder mit
dem S-Tag™ rEK Purification Kit (Novagen) oder mit dem B-PER™ 6XHis Spin
Purification Kit (Pierce) nach den Anweisungen des Herstellers. Im Fall der S-Tag
Aufreinigung erfolgte die Elution mit 3 M Magnesiumchlorid.

Nach Umpufferung der rekombinanten Proteine in PBS (ohne Mg/Ca) nach deren
Affinitdtsaufreinigung mittels PD-10 Column (Pharmacia) wurden die Proteine in Vivaspin
2 Einheiten (Vivascience) eingeengt und anschlieend die Proteinkonzentration bestimmt

(siehe 2.7.7).
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2.7.6 Trichloressigsiurefillung (TCA-Fillung)

Unter anderem wurde die Umpufferung von rekombinanten Proteinen durch TCA-Féllung
durchgefiihrt. Dazu wurden die Proben mit 100%iger TCA (Endkonzentration 10% des
Gesamtvolumens) versetzt, fiir 10 min auf Eis inkubiert und anschlieend fiir 10 min bei
4°C und 13.000 x g zentrifugiert. Das Pellet wurde zweimal mit eiskaltem Aceton

gewaschen, getrocknet und in einem geeigneten Puffer aufgenommen.

2.7.7 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Der Proteingehalt einer Losung wurde mit dem Bio-Rad-Proteinassay (BIO-RAD
Laboratories) bestimmt. Der Nachweis basiert auf einer von Bradford (1976) entwickelten
Methode. 10 pl einer Probe wurden mit 490 pl Bradford-Reagenz gemischt. Nach
Inkubation (20 min, RT) wurde die Absorption bei 595 nm bestimmt. Uber eine

mitgefiihrte Eichreihe wurde der Proteingehalt bestimmt.

2.7.8 Enzymgekoppelter Immuntest (ELISA)

ELISAs wurden zur Abschitzung der Sensitivitit von Peptidantiseren verwendet. Die
Beschichtung der ELISA-Platten (Falcon, Becton Dickinson) erfolgte mit seriellen
Verdiinnungen (zwischen 5 ng und 1 pg) aufgereinigter Viruspartikel (siche 2.7.17) fiir 1 h
bei RT. AnschlieBend wurden die Platten zur Unterdriickung von unspezifischen
Bindungen fiir 20 min mit 1%igem BSA (in PBS ohne Mg/Ca) geblockt, worauthin
dreimal mit 0.05%igem Tween 20 (in PBS ohne Mg/Ca) gewaschen wurde. Sowohl an die
Inkubation des Antiserums (1 h, RT) als auch die darauf folgende einstiindige Inkubation
(RT) des mit Meerrettich-Peroxidase gekoppelten Sekundérantikorpers (a-Kaninchen IgG)
schlossen sich drei weitere Waschschritte mit 0.05%igem Tween 20 (in PBS ohne Mg/Ca)
an. Fiir die Farbreaktion wurden 5 mg OPD (O-Phenylendiamindihydrochlorid; Sigma) in
5 ml PBS (ohne Mg/Ca, pH 6,0) aufgeldst und 4 pl H,O, zugegeben. In jede Vertiefung
der Platte wurden 100 pl Farbreagenz gegeben und die Reaktion nach 5 bis 15 min durch
Zugabe von 25 ul H,SO4 (2,5 M) gestoppt. Die Auswertung der Platten erfolgte in einem
Easy Reader (EAR 400 AT; SLT Labinstruments) bei 492/620 nm.
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2.7.9 Immunperoxidase Assay

Die Funktionalitit von Peptidantiseren in immunologischen Routineverfahren wurde im
Immunperoxidase Assay (IPAP) iiberpriift. Dafiir wurden entweder Gefrierschnitte von
virusproduzierenden Zellen (siehe 2.7.10) oder fixierte, semikonfluente Zellen, die Viren
freisetzen, verwendet. Das Prozedere entsprach dem fiir ELISA beschriebenen mit der
Abweichung, dal mit PBS (ohne Mg/Ca) gewaschen wurde. Fiir die Farbreaktion wurden
4 mg 3-Amino-9-Ethyl-Carbazol (Sigma) in 19 ml 0,02 M Natriumacetat Puffer (pH 5,2)
gelost und 1 ml Dimethylformamid (Sigma) zugegeben. 125 ul dieser Farbelosung wurden
auf 5 ml mit Natriumacetat Puffer aufgefiillt und kurz vor der Verwendung mit 5 pl H,O,
supplementiert. Die Inkubation der Férbelosung erfolgte bis eine deutliche, spezifische

Féarbung erkennbar war (ca. 30 min).

2.7.10 Gefrierschnitte von Geweben und Zellen

Fiir die Herstellung von Gefrierschnitten wurde eine konfluente Flasche 293 PERV-PK
Zellen mit 2% Formalin (in PBS ohne Mg/Ca) fixiert, zweimal mit PBS (ohne Mg/Ca)
gewaschen und nach dem Abschaben in 3%ige Agarose eingebettet. Die eingebetteten
Zellen wurden verwendet um Schnitte von 20 um Dicke anzufertigen (Mikrotom-Kryostat
HM 500 OM, Microm, Heidelberg). Formalinfixiertes Schweinegewebe wurde ohne
weitere Vorbehandlung zur Herstellung von Schnitten verwendet. Die Kammertemperatur

des Mikrotoms betrug -20°C, die Objektemperatur -16°C.

2.7.11 Herstellung von synthetischen Peptiden

Synthetische Peptide zur Immunisierung von Kaninchen und Hiihnern wurden
kommerziell durch die Firmen Eurogentec (Belgien) und Sigma ARK (Darmstadt)
hergestellt. Im Fall von Eurogentec wurden die Peptide nach der Synthese mittels HPLC
aufgereinigt und zur Immunisierung an KLH (keyhole limpets hemocyanin) als

Tragermolekiil gekoppelt.
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2.7.12 Immunisierung von Kaninchen, Ziegen und Hiihnern mit synthetischen

Peptiden

Zur Produktion von polyklonalen Antiseren gegen synthetische Peptide wurden Kaninchen
Ziegen und Hiihner verwendet.

Die Herstellung von Antiseren gegen das C-terminale Ende des Nukleokapsids (NC, p10)
und das Kapsidprotein (CA, p30) sowie das Oberflichenmolekiil gp70 (SU, surface) und
den transmembranen Anteil des Oberflachenmolekiils p15E (TM) von PERYV in Kaninchen
und Ziegen erfolgte durch die Firma Eurogentec (Belgien). Alle Immunisierungen wurden
mit 200 ug an KLH gekoppeltem Peptid durchgefiihrt. In der initialen Immunisierung
wurde komplettes Freund‘sches Adjuvans, in den Folgeimmunisierungen (Boost)
inkomplettes Freund‘sches Adjuvans eingesetzt. Erster und zweiter Boost erfolgten im
zwei Wochen Abstand nach der ersten Immunisierung. Der finale Boost wurde nach
weiteren 28 Tagen gegeben. Zur Uberpriifung der Immunantwort der Tiere wurde 10 Tage
nach dem zweiten Boost und nach weiteren 28 Tagen Blut abgenommen und in unserem
Labor mittels Westernblot gegen PERV Partikelproteine oder rekombinante PERV
Proteine getestet. Die finale Blutung erfolgte nach weiteren drei Wochen.

Die Produktion von differentiellen Antiseren gegen die Hiillprotein-Klassen A und B
erfolgte in Hithnern (Sigma ARK, Darmstadt). Sowohl fiir die erste Immunisierung als
auch fiir die Boosts wurde komplettes Freund‘sches Adjuvans verwendet. Die
Initialimmunisierung erfolgte mit 150 pg Peptid. Fiir die Boosts, die im 14-tdgigen
Abstand durchgefiihrt wurden, wurde bis zur ersten Blutabnahme 300 pug und bis zur
finalen Blutung (nach fiinf Boosts) 100 pg Peptid eingesetzt. Blutabnahmen erfolgten ab
dem zweiten Boost ebenfalls in 14-tdgigem Turnus. Die Immunantwort wurde im ELISA
gegen das synthetische Peptid durch Sigma ARK tiberpriift.

Antiseren wurden bei -80°C gelagert oder fiir immunologische Arbeiten 1:1 mit Glycerin

gemischt und bei -20°C aufbewahrt.

2.7.13 Indirekte Immunfluoreszenzanalysen mit Insekten- und Saugerzellen

Konfluente, auf Deckgldschen gewachsene Zellen wurden fiir 15 bis 45 min mit 2% (w/v)
Formaldehyd (in PBS ohne Mg/Ca) fixiert und dreimal mit PBS (ohne Mg/Ca) gewaschen.
Nach Permeabilisierung der Zellen mit 0,5% Triton X-100 (in PBS ohne Mg/Ca) fiir 10
min, dreimaligem Waschen mit PBS (ohne Mg/Ca) und Absittigen unspezifischer
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Bindungsstellen mit 1% BSA (in PBS ohne Mg/Ca) wurden die Zellen mit einer 1:500
Verdiinnung (in PBS Dulbecco) des Antiserums, des Praimmunserums oder kreuzreaktiver
Antikorper fiir 1 h inkubiert. Nach drei Waschschritten mit PBS Dulbecco wurden die
Zellen mit 1:1000 in PBS Dulbecco verdiinntem Indokarbocyanin-gekoppelten (Cy3;
Dianova) Sekunddrantikorpern fiir 1 h inkubiert. Im Anschlu3 wurden die Zellen nochmals
gewaschen und mit Mowiol (20g Mowiol 4.88 (Hoechst) in 80 ml PBS, 40 ml Glycerin)
eingedeckt.

Die indirekte IF-Analysen wurden im Fluoreszenzmikroskop (Axiophot, Zeiss) oder im
Laserscan Mikroskop (Axiovert 10; BioRad Laser MRC 600) betrachtet und fotographisch

bzw. digitalisiert aufgenommen.

2.7.14 Indirekte Immunfluoreszenzanalysen mit Gefrierschnitten

IF-Analysen von Gefrierschnitten wurden analog zu denen der Insekten- und Sdugerzellen
(siche 2.7.13) behandelt mit dem Unterschied, dall keine Permeabilisierung der Schnitte
mit 0,5% Triton X-100 erfolgte.

2.7.15 Immunogoldmarkierung von Gefrierschnitten

Fiir Immunogoldmarkierungen wurden Zellen prépariert, wie unter 2.7.10 beschrieben.
Schnitte mit einer Dicke von 0,1 um wurden mit einem Ultracut E (FC 4E, Reichert Jung)
hergestellt. Die Kammertemperatur betrug -120°C, die Temperatur des Messers- und des
Priparates -70°C bzw. -80°C. Als Primérantikorper fanden PERV-spezifische Antiseren
Einsatz. Als Sekundérantikdrper wurde monoklonales EM Gold Anti-Rabbit IgG (British
Biocell International) verwendet, das mit 10 nm grofen Goldpartikeln konjugiert ist.

Schnitte, Farbungen und transmissionselektronenmikroskopische (TM-EM) Aufnahmen

wurden dankenswerterweise von Frau Loschner, Paul-Ehrlich-Institut, durchgefiihrt.

2.7.16 Histologische Firbung von Gefrierschnitten

Zur strukturellen Kontrolle von geschnittenen Zellen wurde eine klassische
Héamalaun/Eosin-Farbung zur Kontrastierung des Zytoplasmas gegen die Zellkerne
durchgefiihrt. Die Firbungen wurden dankenswerterweise von Frau Schildger, Paul-

Ehrlich-Institut, durchgefiihrt.
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2.7.17 Aufreinigung von Viruspartikeln

PERV Partikel wurde aus dem Zellkulturiiberstand der Zellinie 293 PERV-PK iiber ein
Sucrosekissen aufgereinigt. Dazu wurde eine 22%ige Sucroselosung (in H,O) mit
virushaltigem Uberstand iiberschichtet und fiir 1 h bei 4°C mit 100.000 x g zentrifugiert.
Nach Resuspendieren des Viruspellets in 100-150 ul PBS (ohne Mg/Ca) wurde die
Proteinkonzentration bestimmt und die Partikel bei —80°C gelagert.

Die Aufreinigung von PERV Partikeln wurde dankenswerterweise von Frau Fischer, Paul-

Ehrlich-Institut, durchgefiihrt.

2.8 Molekularbiologische Methoden
2.8.1 Isolierung von Nukleinsiuren
2.8.1.1 Isolierung von genomischer DNA

Zur Herstellung von Kernextrakten wurde eine konfluente, mittelgrole Zellkulturflasche
(80 cm?, Nunc) dreimal mit kaltem PBS (ohne Mg/Ca) gewaschen und die Zellen in 10 ml
kaltem PBS mit einem Zellschaber (Nunc) abgeldst. Nach Zentrifugation (500 x g, 10 min,
4°C) wurden die pelletierten Zellen in 4 ml Lysispuffer (10 mM Tris/HCI [pH 7,6], 1 mM
EDTA, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl,, 0,5% NP40) aufgenommen und durch
Durchmischung mittels eines Vortex fiir 10 Sekunden (sec) lysiert. Nach erneuter
Zentrifugation (1.600 x g, 2 min, 4°C) wurden die pelletierten Zellkerne in 500 pl
Proteinase K-Puffer und 2,5 pl Proteinase K (20 mg/ml) (siehe 2.4.3) resuspendiert und fiir
4 h (bis liber Nacht) bei 50°C verdaut. Die Isolation von genomischer DNA erfolgte {iber
Phenol/Chloroform-Extraktion mit zusdtzlicher Sevag- (Chloroform/Isoamylalkohol; 24:1)

Aufreinigung und anschlieBender Athanolfillung.

2.8.1.2 Isolierung von Plasmid DNA aus Bakterien

2.8.1.2.1 Minipriparation durch alkalische Lyse

Die Plasmidaufreinigung aus Minikulturen von Bakterien erfolgte nach einer Methode von

Birnboim und Doly (1979). Zellen aus einer 3 ml Ubernachtkultur wurden durch
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Zentrifugation geerntet (16.000 x g, 30 sec, RT) und in 100 pl kaltem GTE-Puffer (50 mM
Glucose, 25 mM Tris/HCI [pH 8,0], 10 mM EDTA) resuspendiert. Nach Zugabe von 200
ul Lysis Puffer (200 mM NaOH, 1% SDS) wurden die Zellen fiir 5 min auf Eis inkubiert.
Zur Neutralisation wurden 150 ul 3 M Natriumacetat zugegeben und anschliefend die
Zelltrimmer und chromosomale DNA abzentrifugiert (16.000 x g, 5 min, RT). Die
Plasmid DNA wurde aus dem Uberstand durch Zugabe von zwei Volumen 100% Athanol
und Inkubation fiir 2 min auf Eis gefdllt und im Anschluf3 durch Zentrifugation pelletiert
(16.000 x g, 5 min, RT). Das Pellet wurde in 60 ul RNase A (0,1 mg/ml; Boehringer
Mannheim) haltigem TE Puffer resuspendiert.

2.8.1.2.2 Midi- und Maxipriparation

Die Prédparation von DNA im Midi- und MaximaBstab erfolgte mit dem QIAGEN Midi-
bzw. Maxi Kit nach den Angaben des Herstellers. Zellen aus 50 bzw. 250 ml
Ubernachtkulturen wurden durch Zentrifugation pelletiert (6.000 x g, 15 min, 4°C) und
unter Verwendung des mitgelieferten Puffers lysiert. Die Aufreinigung der Plasmid DNA
erfolgte an Anionenaustauschersdulen. Die Verwendung von Endo-free Puffern
gewihrleistete die Entfernung bakterieller Endotoxine, die die Transfektion eukaryotischer

Zellen inhibieren konnen.

2.8.1.2.3 Isolation von A-Phagen DNA

Die Isolation von A-Phagen DNA erfolgte mit Nucleobond® AX 100 Siulen (Macherey-
Nagel). Hierzu wurden 50 ml Phageneluat (in SM Puffer; 100 mM NaCl, 10mM
MgS0O4e7H,0, 50 mM Tris/HCI [pH 7,5], 10%0 (w/v) Gelatine; autoklaviert) einer groflen
Platte (~500 cm?, Nunc) mit 50 ul Chloroform versetzt und die Zelltriimmer durch
Zentrifugation (4.500 x g, 10 min, 4°C) pelletiert. Bakterielle DNA im Uberstand wurde
durch Bindung (10 min, RT) an eine Extraktionsmatrix und anschlieBende Zentrifugation
(4.500 x g, 5 min, RT) entfernt und die Phagenpartikel im Uberstand durch 60-miniitige
Inkubation mit Puffer T2 (25% PEG 6000, 2,5 M NaCl) vernetzt. Nach Zentrifugation
(10.000 x g, 10 min, 4°C) zum Pelletieren der Phagen wurden diese in Puffer T3 (50 mM
Tris/HCI, 150 mM NaCl, 30 mM EDTA, pH 7,7) resuspendiert und durch Inkubation (10
min, 65°C) mit Puffer T4 (2% SDS) aufgeschlossen. Die Isolation der Phagen DNA



Material und Methoden 34

erfolgte liber die Anionenaustauschersdulen AX-100.

2.8.2 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiduren

Die photometrische Bestimmung der Konzentration und der Reinheit von Nukleinséduren
beruht auf den unterschiedlichen Absorptionsmaxima von Nukleinsduren (260 nm) und
Proteinen (280 nm). Fiir reine DNA liegt der Quotient OD,50/ODyg9 zwischen 1,6 und 1,8.
Die Messung erfolgte im RNA/DNA Calculator (Pharmacia).

2.8.3 Agarosegelelektrophorese

Die Auftrennung von DNA Fragmenten erfolgte elektrophoretisch. Dazu wurde Agarose
(Life Technologies) in 1x TAE Puffer (40 mM Tris/Acetat, 1| M EDTA, pH 8,0)
aufgekocht und mit 0,5 pg/ml Ethidiumbromid (Roth) versetzt. Bei Fragmenten mit einer
Grofle unter 500 Basenpaaren wurden 1x TBE (5x TBE Puffer: 54 g Tris Base, 27,5 g
Borsdure, 20 ml 0,5 M EDTA [pH 8,0] ad 1 I mit H,O) Gele verwendet. Zum Auftragen
wurden die Proben mit 1/5 Volumen Gelbeladepuffer (0,25% Bromphenolblau, 0,25%
Xylencyanol, 30% Glycerin) gemischt. In Abhédngigkeit der Fragmentgrofle erfolgte die
Auftrennung bei 5 bis 12 V/em tiber einen Zeitraum von 2-20 Stunden in 0,7 bis 1,5%igen

Agarosegelen.

2.84 Aufreinigung von DNA aus Agarosegelen

Die Riickgewinnung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen erfolgte unter Verwendung
des Jetsorb Gel Extraction Kit (Genomed). Nach der chemischen Zersetzung der
Agarosegelmatrix wird die DNA an eine Matrix gebunden, von der sie mit Wasser eluiert
werden kann. An die Aufreinigung schloB sich eine Konzentrationsbestimmung an (siche

2.8.2).

2.8.5 Anlegen einer A-Phagenbank aus der Zellinie PK15

Fiir die Herstellung einer A-Phagen Genbank wurde genomische DNA der Zellinie PK15

partiell mit der Endonuklease Sau34 restringiert. Der Verdau wurde derart eingestellt, dal3

hauptsdchlich Restriktionsfragmente mit einer Grofle von 9-23 kb entstanden, was der
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Insertkapazitit des Lambda FIX/Xhol Partial Fill-in Vector-Systems (Stratagene)
entspricht. Um eine Ligation des Vektor-Systems mit den Restriktionsfragmenten zu
ermoglichen, wurden diese zundchst partiell mit den Desoxynukleosidtriphosphaten dGTP
und dATP aufgefiillt. Fiir die Ligation wurden 0,3 pg der aufgefiillten Fragmente in
Gegenwart von 1 mM rATP mit 1 pg A-Vektor (Stratagene) sowie 1 Einheit (Unit, U) T4
Ligase (4,5 Weiss Einheiten) und Ligationspuffer zusammengegeben und iiber Nacht bei
4°C inkubiert. Aliquots des Ligationsansatzes wurden mit Verpackungsextrakten
(Gigapack II Gold, Stratagene) nach den Angaben des Herstellers zusammengegeben und
die Verpackungsreaktion nach 2 h (RT) durch Zugabe von 500 pul SM-Puffer (siche
2.8.1.2.3) und 20 pl Chloroform gestoppt. Zelltriimmer des Verpackungsextraktes wurden
durch kurze Zentrifugation pelletiert und die Uberstinde bei 4°C gelagert oder direkt
titriert.

Fiir die Titration wurden Bakterien des Stammes E.coli XL1-Blue MRA (P2) in 50 ml LB-
Medium, das mit 0,2% Maltose und 10 mM MgSO,4 supplementiert war, kultiviert.
Ubernachtkulturen wurden geerntet, mit 10 mM MgSQ, auf eine ODggo von 0,5 eingestellt
und 200 pl der Bakteriensuspension mit 1 pl einer Verdiinnung (10°, 10" und 107?) des
Verpackungsiiberstandes fiir 15 min bei 37°C inkubiert. Die Bakterien mit adhéirierten
Phagen wurden mit 3 ml 48°C warmer Agarose gemischt und auf NZY-Agarplatten (5 g
NaCl, 2 g MgS0O4e7H,0, 5 g Hefeextrakt, 10 NZ Amine, ad 1 1 deionisiertes H,O, pH 7,5;
autoklaviert) ausplattiert. Der Titer wurde nach Inkubation der Platten bei 37°C iiber Nacht
durch Auszdhlen der Plaques ermittelt. Zur Amplifikation der Bibliothek wurden die
Verpackungsiiberstinde gepoolt und analog der Titrationsergebnisse auf NZY-Agarplatten
ausplattiert. Die Elution der Phagen von konfluent lysierten Platten erfolgte tiber Nacht bei
4°C mit SM-Puffer. Das Phageneluat wurde kollektiert und zur Langzeitlagerung bei 4°C

mit 1ul/ml Chloroform versetzt.

2.8.6 Durchmusterung der Phagenbibliothek

Die Durchmusterung der Phagenbank erfolgte mittels Plaque lifting. Dazu wurde auf
Nylonmembranen (Hybond™-N, Amersham) Abklatsche der Phagen DNA von sechs
groBen (~500 cm?, Nunc), nahezu durchlysierten Platten durchgefiihrt. Die Membranen
wurden sukzessive fiir je 1 min in Denaturierungslosung (0,5 M NaOH, 1,5 M NaCl),
Neutralisationslosung I (0,5 M Tris/HCI [pH 7,5], 1,5 M NaCl) und Neutralisationslosung
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IT (2x SSC, 0,5 M Tris/HCI [pH 7,5]) inkubiert und zur Fixierung der DNA fiir 2 h bei
80°C gebacken. Die Hybridisierung erfolgte wie unter Punkt 2.8.19.1 beschrieben. Die
Platten wurden im Kiihlschrank gelagert, bis anhand der Autoradiographien positive
Plaques identifiziert werden konnten. Im AnschluB wurden mit der groBen Offnung einer
Pasteurpipette entsprechende Bereiche ausgestochen und in SM-Puffer aufgenommen. Die

Durchmusterung wurde bis zur Homogenitét der Klone wiederholt.

2.8.7 »Fill-in® Reaktion an iiberhingenden Restriktionsschnittstellen

Fiir die Klonierung von nicht kompatiblen Restriktionsschnittstellen mufiten diese zu
glatten Enden (,,blunt end*) oder, wie im Falle der A-Klonierung, partiell aufgefiillt
werden. Hierzu wurde die DNA in Gegenwart von 0,2 mM aller oder einzelner ANTPs mit
2 Units der groBen Untereinheit der DNA-Polymerase 1 (Klenow-Fragment, NEB) fiir 30
min bei 37°C inkubiert. Nach Phenol/Chloroform-Extraktion und anschliefender

Athanolprizipitation wurde die DNA in den Ligationen (siche 2.8.9) eingesetzt.

2.8.8 Dephosphorylierung von DNA

Zur Unterbindung der Rezirkulierung von liniarisierten Vektoren wurden diese
dephosphoryliert. Restringierte Vektoren wurden erst fiir 20 min mit 0,5 U alkalischer
Phosphatase des Kalbes (Pharmacia) bei 37°C und anschlieBend fiir 20 min mit 1 U
bakterieller alkalischer Phosphatase bei 50°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe
von 2 ul 0,5 M EDTA gestoppt. Nach Phenol/Chloroform-Extraktion mit anschlieBender
Athanolfillung stand die Vektor DNA fiir Ligationen zur Verfiigung.

2.8.9 Ligation

Die Verkniipfung von Insert und Vektor DNA erfolgte durch T4-DNA-Ligase (Life
Technologies). 10-50 ng Vektor DNA wurden mit 4 pl 5x Ligase-Puffer, 1 ul Enzym (4,5
Weiss Einheiten) und der dquimolaren Menge Insert DNA in einem Gesamtvolumen von
20 pl fiir einige Stunden bei 15°C oder bei 4°C iiber Nacht inkubiert. 4 ul des
Ligationsansatzes wurden fiir die Transformation (siche 2.8.12) in kompetente E. coli

Stamme (sieche 2.8.11) (DH5a,, DH10B, TOP10, TOP10F') verwendet.
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2.8.10 T/A-Klonierung von PCR Amplifikaten

Bei der Klonierung von PCR Produkten (sieche 2.8.14) macht man sich die Eigenschaft der
Taq DNA Polymerase zu Nutze, Template-unabhiingig einen Desoxyadenosin-Uberhang
am 3'-Ende des Amplifikates zu erzeugen. In Vektorsysteme, die einen Desoxythymidin-
Uberhang besitzen, konnen die PCR Produkte direkt kloniert werden. Ein solches
Vektorsystem wurde in Form des Vektors pPGEM-T-Easy (Promega) verwendet, in dem die
Verkniipfung von Vektor und PCR Amplifikat durch Ligation (siche 2.8.9) erfolgte. An die
Ligation schlof sich eine Transformation (siche 2.8.12) in kompetente Zellen (siche

2.8.11) an, die eine Aufnahme entsprechend grofler Plasmide erlaubten.

2.8.11 Herstellung kompetenter Bakterien

Zur effizienten Transformation von Bakterien miissen diese in einen Zustand der
Kompetenz gebracht werden. Dazu wurden 100 ml Kulturen der Bakterienstimme DH5a.,
DH10B, TOP10 und TOP10F' bis zu einer ODggo von 0,5 bis 0,55 kulitiviert. Nach einer 5-
miniitigen Inkubation auf Eis wurden die Zellen pelletiert (3.700 x g, 10 min, 4°C) und in
20 ml Loésung TFB1 (30 mM KAc, 100 mM RbCl,, 10 mM CaClye2 H,O, 50 mM
MnCl,e4 H,0O, 15% Glycerin (v/v), pH 5,8) resuspendiert und 5 min auf Eis inkubiert.
Nach erneutem Pelletieren wurden die Zellen in 2 ml Lésung TFB2 (10 mM MOPS, 75
mM CaCl,, 10 mM RbCl,, 15% Glycerin (v/v), pH 6,5) aufgenommen und fiir weitere 15
min auf Eis inkubiert. Im Anschlu3 wurden 100 ul Aliquots auf Trockeneis schockgefroren

und bei -80°C gelagert.

2.8.12 Transformation von Bakterien

Kompetente Bakterien wurden aufgetaut und mit 1-10 ng Plasmid DNA oder 4 pl eines
Ligationsansatzes flir 30 min auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock (45 sec, 42°C)
wurden die Zellen fiir 1 h in SOC-Medium (2% Trypton, 0,5% Hefeextrakt, 0,05% NaCl,
2,5 mM KCI, 10 mM MgCl,, 20 mM Glucose, pH 7,0) bei 37°C im Schiittler regeneriert,
auf Selektivndhrboden ausplattiert und iiber Nacht im Brutschrank bei 37°C inkubiert.
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2.8.13 In vitro Transkriptions/Translations Assay (Protein Truncation Test)

Zur Detektion offener Leserahmen wurde das in vitro Transkriptions/Translations-System
TNT®T7 (Promega) verwendet. Das zu untersuchende Gen wird in einem ersten Schritt via
PCR (siehe 2.8.14) amplifiziert. Der ,,forward“-Primer beinhaltet am 5'-Ende eine T7
Promotorsequenz, die durch einen 3 bis 6 Nukleotide langen ,,Spacer von 17-24
genspezifischen Nukleotiden getrennt ist. Der ,reverse“-Primer enthédlt das native
Stopcodon. Ein Aliquot der PCR wurde gelelektrophoretisch aufgetrennt, um die Reinheit
und die Konzentration des Amplifikationsproduktes abzuschédtzen. Der Rest wurde
athanolprazipitiert und in 10 pul Wasser aufgenommen. 10-40 ng des PCR-Produktes
wurden mit 20 ul eines Kaninchen-Reticulocytenlysats in Gegenwart von 10 pCi (0,37
mBq) **S-Methionin bei 30°C fiir 90 min inkubiert. Durch Einfrieren wurde die Reaktion
gestoppt. Die Analyse erfolgte, nach Auftrennung der radioaktiv markierten
Translationsprodukte in einer SDS-PAGE (siehe 2.7.1) und anschlieender Trocknung der
Gele, durch Autoradiographie.

2.8.14 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die Amplifikation spezifischer DNA Bereiche erfolgte mittels PCR (Saiki et al., 1985).
Zum Einsatz kam die rekombinante, thermostabile DNA-abhingige DNA Polymerase
AmpliTaq oder AmpliTaq Gold (Perkin-Elmer). Im Fall der AmpliTaq Gold war eine
Verldngerung der initialen Denaturierung von 2 auf 10 Minuten notwendig, innerhalb der
die Polymerase aktiviert wurde.

Eine Standard PCR enthielt 1x PCR Puffer (10 mM Tris/HCI [pH 8,5], 50 mM KCI, 1,5
mM MgCl,, 0,01% Gelatine), je 1 pM Primer, 100 ng DNA und 2,5 Units Taq-Polymerase
in einem 50 pl Ansatz.

Die verwendeten PCR Programme unterschieden sich hinsichtlich der Temperatur, der
Primerbindung (Annealing) und der Dauer der Verlingerung (Elongation), die jeweils
Amplifikat-spezifisch waren. Die Zyklen Denaturierung, Annealing und Elongation
wurden, je nach PCR, zwischen 25 und 30 mal wiederholt. Es folgte jeweils eine finale
Elongation von 10 min.

An Thermocyclern kamen zur Anwendung Mastercycler Gradient (Eppendorf), Genius

(Techne) und Trio-Block (Biometra).
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2.8.15 Amplifikation langer DNA Sequenzen via PCR

Zur Amplifikation von DNA Fragmenten mit Grofen zwischen 5 und 15 kb wurde das
Expand®Long PCR System (Boechringer Mannheim) verwendet. Das System beinhaltet
neben der Polymerase aus Thermus aquaticus, die keine Korrekturleseaktivitit aufweist,
die DNA Polymerase aus Pyrococcus woesei mit 3'-Exonucleaseaktivitit. Die Mischung
gewihrleistet eine erhohte Prozessivitdt und eine verringerte Fehlerfrequenz (Cheng et al.,
1994; Barnes, 1994).

Ein 50 pl Ansatz enthielt 1x PCR Puffer (50 mM Tris/HCI [pH 9,2], 16 nM (NH4)>2SO4,
1,75 nM MgCl,), je 300 nM Primer, je 350 uM dNTPs, 5-100 ng DNA und 2,5 U des
Polymerasegemisches. Die Reaktionsbedingungen unterschieden sich von der Standard
PCR dahingehend, dal die Elongation bei 68°C durchgefiihrt wurde und ab dem 11.
Zyklus fiir sie ein zehnsekiindiges Inkrement vorgegeben war. Fiir die Klonierung in T/A-

Vektoren wurden die PCR Produkte iiber Agarosegele aufgereinigt.

2.8.16 DNA Sequenzierung

Sequenzierungen erfolgten dankenswerterweise durch Herrn Selbert, Paul-Ehrlich-Institut,
unter Verwendung der automatischen DNA-Sequenzier Modelle 373 bzw. 377 (Applied
Biosystems). Die computergestiitzte Auswertung der Sequenzen erfolgte mit den
Programmen Sequence-Navigator und -Editor (ABI), DNAsis (Hitachi) und MacVector'™
6.5 (Oxford Molecular). Datenbankabgleiche wurden via Internet mit dem Programm

BLASTN (NCBI, Washington) vorgenommen.

2.8.17 Transfer von Nukleinsiuren

2.8.171 Kapillarblotting nach Southern

Die Ubertragung von DNA Banden aus einem Agarosegel erfolgte nach Southern (1975).
Die Methode basiert auf dem Transfer der Banden mittels eines Kapillarstroms auf eine
Nitrocellulose- oder Nylonmembran.

Gele wurden im AnschluB3 an die Elektrophorese flir 30 min in Denaturierungslosung (0,5
M NaOH, 1,5 M NaCl) inkubiert. Fiir Fragmente, die grofer als 10 kb waren, muf3te zuvor,

um einen vollstindigen Transfer zu gewéhrleisten, eine Depurinierung (10 min, 0,25 N
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HCI) durchgefiihrt werden. An die Denaturierung schlof3 sich eine zweimalige Inkubation
fiir 15 min in Neutralisierungslésung (1,5 M NaCl, 0,5 M Tris/HCI [pH 7,5]) an. Der
Transfer erfolgte tiber Nacht mittels 20x SSC (3 M NaCl, 0,3 M Natriumcitrat, pH 7,0) auf
die Membran. Der Blot wurde gemall Sambrook et al. (1989) aufgebaut. An Membranen
fanden Verwendung Hybond N, Hybond N’ (Amersham) oder Parablot NY-Amp
(Machery & Nagel).

Nach dem Transfer wurde die DNA durch UV-Bestrahlung (UV Stratalinker 1800,
Stratagene) kovalent an die Membran gebunden. Die Membran wurde entweder bei RT

gelagert oder direkt fiir Hybridisierungen (siehe 2.8.19) eingesetzt.

2.8.18 Markierung von DNA Sonden fiir Hybridisierungen

2.8.18.1 Markierung von Restriktionsfragmenten

Die radioaktive Markierung von DNA Fragmenten erfolgte mit dem Random Prime DNA
Labelling Kit (Amersham). 5-50 ng DNA wurden in Gegenwart von 5 ul eines
randomisierten Hexanukleotidgemisches sowie 10 pl eines 5x Puffers denaturiert (5 min,
100°C) und auf Eis abgekiihlt. Nach Zugabe von 2 U Klenow-Fragment und 5 ul o->°P
dCTP (50 uCi = 1,85 mBq) wurde der Ansatz fiir 30 min bei 37°C inkubiert. Die Reaktion
wurde durch Zugabe von 50 ul EDTA gestoppt. Nicht inkorporierte Radionukleotide
wurden im Anschluf3 iber Sephadex G50 Sdulen (Pharmacia) fraktioniert. Die spezifische
Aktivitdit der einzelnen Fraktionen wurde im Szintillationszdhler (Cerenkov-Messung;

Einheit: counts per min (cpm)) bestimmt.

2.8.18.2 3'-Endmarkierung von Oligonukleotiden

Zur Herstellung strangspezifischer Sonden wurden Oligonukleotide mit dem
ECL®3'01igolabelling and detection kit (Amersham) endmarkiert. Hierzu wurden Primer
(Sonden) nach den Angaben des Herstellers mit Fluorescein-markierten dUTPs gemischt
und diese mittels der terminalen Transferase an die Primer angehdngt. Die
Oligonukleotidsonden wurden ohne weitere Aufreinigung fiir die Hybridisierung (siche

2.8.19) eingesetzt.
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2.8.19 Hybridisierungen

2.8.19.1 DNA Fragment Sonden

Southern Blot-Membranen (sieche 2.8.17.1) wurden zur Unterdriickung unspezifischer
Bindungen fiir 1 h in Rollbehéltern in Hybridisierungslésung (5x Denhardt, 6x SSC, 0,5%
SDS, 50 pug/ml Hefe t-RNA (Life Technologies)) bei 65°C im Rollofen prédinkubiert. Fiir
die Hybridisierung wurden die Sonden zur Denaturierung fiir 10 min gekocht und 500.000-
1.000.000 cpm/ml in frischer Hybridisierungslosung fiir 16-72 h (65°C) auf die
prahybridisierten Membranen gegeben. Im Anschlufl wurde zweimal mit Waschpuffer I
(2x SSC, 0,1% SDS, 30 min, 65°C) und anschlieBend einmal mit Waschpuffer II (0,1-
0,75x SSC, 0,1% SDS, 60 min, 65°C) gewaschen. Die SSC-Konzentration des
Waschpuffers II bedingte die Stringenz des Waschens. Nach den Waschschritten wurden
die Membranen in Folie eingeschwei3t und die Hybridisierungssignale durch

Autoradiographie bei —80°C unter Verwendung von Verstirkerfolien detektiert.

2.8.19.2 DNA Oligonukleotid Sonden

Im Fall von Oligonukleotid-Sonden wurde die Préhybridisierung bei 42°C durchgefiihrt.
Anschliefend wurden 5-10 ng/ml 3'-endmarkierten Oligonukleotids in frischer
Hybridisierungslosung (5x SSC, 0,1% (w/v) Hybridisierungskomponente (Amersham),
0,02% (w/v) SDS, 1:20 verdiinnter Liquidblock (Amersham)) auf die Membranen gegeben
und fiir 1-17 h bei 42-50°C im Rollofen inkubiert. Nach der Hybridisierung wurde
zweimal je 5 min mit Waschpuffer A (5x SSC, 0,1% (w/v) SDS) und einmal mit
Waschpuffer B (0,4-1x SSC, 0,1% SDS) gewaschen. Die Stringenz der Waschschritte mit
Puffer B wurde sowohl durch Anderung der Temperatur (50-62°C) als auch der SSC
Konzentration bestimmt.

Membranen wurden im Anschluf} fiir 1 min mit Puffer 1 (0,15 M NaCl, 0,1 Tris/HCI [pH
7,5]) gewaschen bevor sie fiir 30 min in Liquidblock (1:20 in Puffer 1 verdiinnt) inkubiert
wurden. Einem weiteren Waschschritt mit Puffer 1 folgte die Inkubation mit einem o-
Fluorescein-HRP Konjugat, welches 1:1000 mit Puffer 2 (0,4 M NaOH, 0,1 M Tris/HCI
[pH 7,5]; mit 0,5% (w/v) BSA) verdiinnt wurde, fiir 1 h bei RT. Ungebundenes Konjugat
wurde durch viermaliges Waschen mit Puffer 2 abgewaschen.

Die Detektion der Hybridisierungen erfolgte mit dem ECL detection reagent kit
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(Amersham) (siehe 2.7.4) mit einer Exposition der Filme zwischen 1 und 5 min.

2.8.20 Datenbank Nummern

Die Sequenzen von PKI15-PERV-A(58) und PK15-PERV-B(213) sind in der Genbank
unter den Nr. AJ293656 bzw. AJ293657 abgelegt worden. Die 3°-flankierende genomische
Sequenz von PK15-PERV-A(58) wurde unter der Genbank Nr. AJ291758, die 5°- bzw. 3°-
flankierende genomische Sequenzen des Klons PK15-PERV-B(213) unter den Genbank
Nr. AJ291759 und AJ291760 abgelegt.

Sequenzen, die fiir Homologieuntersuchungen verwendet wurden, waren 293-PERV-B(33)
(Genbank Nr.: AJ133816), 293-PERV-B(43) (AJ133818), 293-PERV-A(42) (AJ133817)
(alle Czauderna et al., 2000) sowie PERV-MSL (AF038600) (Akiyoshi et al., 1998). Fiir
Sequenzabgleiche wurden verwendet: Gibbon ape leukemia virus (GaLV) (Genbank Nr.:
NC 001885), Moloney murine leukemia virus (MoMLV) (Genbank Nr.: NC 001501),
Feline leukemia virus (FeLV) (Genbank Nr.: NC 001940); Koala retrovirus (KoRV)
(Genbank Nr.: AF151794) und Baboon endogenous virus (BaEV) (Genbank Nr.: D10032).

2.8.21 Verwendete Oligonukleotide

Die Bezugssequenzen, auf deren Basis die Oligonukleotide ausgewihlt wurden, sind durch

Indizes gekennzeichnet. Die Orientierung der Primer ist in 5°-3° Richtung angegeben.

Name Sequenz Position

PK1 TTGACTTGGGAGTGGGACGGGTAAC 2927-2949"
PK2 GGTAACCCACTCGTTTTCTGGTCA 2944-2966"
PK3 CATCTTTGACGAAGCCCTACACAG 3673-3696
PK4 ATCCAACACCCTCAGGTGACCCTC 3716-3739"
PK5 CTGTGTAGGGCTTCGTCAAAGATG 3696-3673"
PK6 TTGACTTGGGAGTGGGACGGGTAAC 3739-3716"
PK7 CCCACCCATCACCCAGGATTTTTIT 2884-2861"
PKS8 TTCCTAATGGTTGTAGCAGCACTG 2849-2826"
PK9 AGGGTTCAAGAACTCCCCGACCAT 3651-3657
PK10 AGGCGCTCACTGGGAAGTGGACTT 5444-5457"
PK11 AGTGGACTTCACTGAGGTAAAGCC 5449-5472"
PK12 GGTGGCTTCCCCTTAGTCTCTTTC 5432-5409"
PK13 CCTGGAGGTATTCTGGAAGGATTAG 5385-5409"
PK14 TTCGGTGATGCGCGCTTTCGGTTG 842-855"

PK15 ACAGACACTCAGAACAGAGACGCC 807-830"

PK17 GCTAATCTTCCAGAATACCTCCAG 5384-5408"

PK18 TAACCAGCTGTCCCTGTTCTTACG 7642-7619
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PK19 CCCTAATCCGAGCATTACAGCTAG 7607-7584"
PK20 TGGTCGGTTATACCGATAGTCATA 7559-7536"
PK21 AAGGACCACTTCCTCAGGATGGTA 7529-7506"
PK22 AAAGAGAACCCGTATCCCTTACCC 7561-7584"
PK23 AGCTGTAATGCTCGGATTAGGGAC 7586-7609"
PK24 AAGGTCCTAACTCTAGAAGAAGAT 2696-2719"
PK25 GACAATTCCAGCAGTAGTGCCTTC 3825-3802"
PK26 ACGCACAAGACAAAGACACACGAA 1134-1111°
PK27 CTTGTCTACAGTTTTAATATGGGA 1136-1159"
PK28 CCACGCAGGGGTAGAGGACTGGGG 8781-8758"
PK29 ATCAGCAGACGTCTAGGAGGATC 895-918"
PK30 TGGATGACCACCCTGCTTTCTGCT 7977-8000"
PK31 GAACCATCCTTCAAACCACCCCTG 7964-7941"
PK32 TGCTCCTGTTACTTACAGTTGGGC 8023-8046"
PK33 TCTCTTTCCCTTCGACGCCTCTCT 7933-7910"
PK34 AAAGGATGAAAATGCAACCTAACC 3-26"
PK35 CCCCACTTCTTGTCTTGTTAATAG 8186-8209"
PK36 GAACCCAGGAAGTTAATAAAAAGC 8244-8267"
PK37 CTAGAGGTCAGTTTCTCCTTGGCT 8162-8139"
PK40 TAATCGCTTATCTGGATTCTGTAA 177-200"
PK41 GTCAACTCATTTCCTGTTATCTTA 175-151"
PK42 TGACTGGCACCATAGAAGAATTGA 8415-8438"
PK43 AAGTGTGACCTTCTACCTATTTAC 8329-8306"
PK44 CTGGAATTGTCTGACCTAG 3815-3833"
PK45 GCTAAGAAGGCCCAGATTTGC 3848-3868"
PK46 GCCATCCTCTTACCTTCCAC 4670-4689"
PK47 CTTCCGTCAGTGAACCAGGTTAG 4637-4659"
PK48 CTGACCGACAGAAGGAGACCAC 994-973°°°
PK49 GAGCCCTGGATTTAACTTCAG 1222-1202°°°
PK50 CTCCGAGTCCCTGCAGCAGGTC 1688-1667°°°
PK51 GGAAGAAGATAAAGACTAGGG 2709-2729°°°
PK52 CTACTGCTGGAATTGTCTGAC 3808-3828°°°
PK53 GTCAGCGGTATGTCTGTAAG 4606-4625°°°
PK54 CCACGGTTGAAGTCTCTTTC 5566-5547°°°
PK55 GATCCATGCATCCCACGTTAAG 6180-6201°°°
PK56 GACCGTAAGGACTGGAGGAC 794-813°°
PK57 GCTGCTACAACCATTAGGAAAAC 2753-2775°°
PK58 CAAGGAAGACCAGAAGTGTC 2961-2980°°
PK59 CACTTGTTTGGCTGTGGTTGG 3858-3905°°
PK60 GTACGTGTGCAGTCGCAAAG 4766-4785°°
PK61 CTGTATGCACAATGCAGTTTC 5618-5638°°
PK62 CTCTTTCTCTGTGCCTGGGC 6452-6471°°
PK63 GTGGTCCTTGATGAATATGAC 7444-7464°°
AGOWA 1 GTAACTCAGCCTCCTGTAAC 2372-2353"
AGOWA 2 CCCGTGAGGCGTTGGGGATC 1873-1854"
AGOWA 3 CAGTCTGAAAAATGATTGCC 1367-1348
AGOWA 4 ACGAAGCCCTACACAGGGAC 3681-3700"
AGOWA 5 CCTCCCTGACGTAACTAAAC 4156-4175"
AGOWA 6 TGACGGAAGCAGCTATGTGG 4651-4670"
AGOWA 7 CCAGTTCTCTGAGACTCCGG 5161-5180"
AGOWA 8 ACTTCACTGAGGTAAAGCCG 5454-5473"
AGOWA 9 GACTTCTTTGTCTGAAGTGG 7751-7770"
AGOWA 10 CATAAACCACAGTACTATAG 7359-7340"
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AGOWA 11 GTACCTTCTAAGCAGTCCTG 3801-3782"
AGOWA 12 AGGGGAGACGGGGTTCGGAC 2727-2746"
AGOWA 13 CGGTATTTCTTGAGAGGCTC 2208-2227"
AGOWA 14 CCCGTCTCTATCCTAAGGCG 6880-6861"
AGOWA 15 GAAGGAAAATTCAATGTGACC 7206-7226"
AGOWA 16 AGCCTCTGTTCTCTAGGCTC 5449-5968"
AGOWA 17 CAGGCCAGTAGTAAACGCC 6306-6324"
AGOWA 18 TAACCTTTCTCTAAGCTTGC 7910-7891"
AGOWA 19 ACAGTGACACCCGTATCAGG 6400-6381"
AGOWA 20 AATCCAACAGGGCATCCTAG 3325-3344"
AGOWA 21 TAAAGATAAGAGCTGCTCCCC 6704-6724"
AGOWA 22 TTGTTCCAGGGCCTGCTATCC 123-143"
AGOWA 23 AGCCAGCAGGGTCTGGAATTC 8301-8291"
AGOWA 24 CCCTTCCACCGAGTCTCGAGG 6123-6103"
AGOWA 25 GGCCTTCAGTTGAATAACCTG 3244-3224"
AGOWA 26 CAGAAACGAGTGGGTTACCC 2062-2943"
AGOWA 27 CTGCATTTCTGCCTCCGATTG 6447-6467"
AGOWA 28 CTTCAACCACTGCGGCCAAG 2528-2509"
PERV-PBS GTTGGCCGGGAAATCCTGCG 716-735"
PERV-PBS rev CGCAGGATTTCCCGGCCAAC 735-716"
PERV-5°-LTR-for TGAAAGGATGAAAATGCAACCTAAC 1-25
58-5‘LTR-Flanke GCCCTAAAACAGCAAAAAGTATG 126-104°°

58-5‘DR-rev

GCATTTTCATCCTTTCAATC

(-4)-17°°

3‘ChrFlanke-for

CTTTCAGGATAAGCCACCACCC

8912-(+15)>°

F13¢-out-for

GTATATGAACCTAGAGGCTCTC

(+54)-(+75)°°

Fl13¢-out-rev

GAGAGCCTCTAGGTTCATATAC

(+75)-(+54)°°

F13‘-outll-rev(b)

CTGATGGGTGGTGGCTTAT

(+21)-(+2)°°

213-5-for GGAATCTCCTATTTAACAAGC (-107)-(-87)°°°
213-5¢-forll GAACAGTGCAACTTCGGGGAC (-479)-(-459)°°°
213-5¢-forlll CTGCTGTGGCTGTGGTGTAGG (-291)-(-271)°°°
213-5-rev CTTTCACTCCTACCTTGGGAAC 6 -(-16)°°°
213-3-for CTTTCAGGAGCTGATATCAGAGC 8758-(+17)°°°
213-3*-forll CATCCTCATGGACACTATGTC (+128)-(148)°°°
213-3-rev GAAAACTGCGGTATAGGTCACAG (+70)-(+92)°°°
213-3¢-revll GACATAGTGTCCATGAGGATG (+148)-(+128)°°°
VL(-LTR)-for CTTTCATTTGGTGCGTTGGC 702-721"
Env5-111 TGGATGAGCTCTCCCACGTTAAGCTG 6152-6169°
6182-6208"
Env-3 GGAAGGCTAGAGCTCAGTTTCTCCT 8138-8114°
8168-8144"
Gag-5 GTTTTAACCCGGGACAGACAGTGACGAC 1146-1173"
Gag-3 CCCCTAAGCTTATCTTCTTCTAGAG 2731-2706"
Env-C-for CCTGGATCGAGCTCTCCCACGTTAAAC 5311-5637"
Env-C2-for CAACACCTATACCAGCTCTGGAC 6572-6594"
Env-C3-for GCTCTTAACTCCACGACTCCAGAG 6496-6519"
Env-C-rev GAACTGGTAGAGCTCCGGCCAGCTTC 7548-7522"
Env-C4-rev GAGATATGGGTTCTCTCTTTTGTCC 6955-6931"
EnvTMA B GAGGTCAGTTTCTCCTTGGCTCAG 8129-8106°
Diff-A-for CAATCCTACCAGTTATAATCAATT 6638-6661°
Diff-A-revS TCGATTAAAGGCTTCAGTGTGGTT 7334-7311°



Material und Methoden

Diff-B-for GTGGATAAATGGTATGAGCTGGGG 6788-6811"
Diff-B-rev CTGCTCATAAACCACAGTACTATA 7364-7341"
Diff-C-for CTAATGGTATGCGCATAGGAGAC 5741-5763"
Diff-C-rev GAGTAGTTTCCTTTTCCCTTC 7318-7298"
Diff-D-for CCAACCTCTCAGCAGGATAG 1-20°
Diff-D-rev ATAGCCATTGGAGGCTCCAG 275-256°
T7-Gag-for CTTGTGCGTCCTTGTCTACAG? 1126-1146"
Gag-rev(T7) CTTCAAAGTTACCCTGGGCTCG 2776-2755"
T7-Pol-for GCTACAACCATTAGGAAAAC? 2833-2852"
Pol-rev(T7) GAGTTCGGGCTGTCCACAAGG 6343-6323"
T7-Env-for CCACTAGACATTTGAAGTTC? 6155-6175"
Env-rev(T7) GTTAATAGTTCTAATCTTAGAAC 8163-8141°

* bezogen auf p293-PERV-B(33); ° bezogen auf p293-PERV-A(42); °° bezogen auf pPK15 PERV-A(58); **°
bezogen auf pPK15-PERV-B(213); ! bezogen auf PERV-MSL (PERV-C); > T7-forward Primer bezitzen am
5‘-Ende die Sequenz: TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA ACA G; * bezogen auf die im Patent Nr. WO
00/11187 verdffentlichte Sequenz; Angaben in Klammern beziehen sich auf die Position von Primern, die
sich iiber die Bezugssequenz hinaus erstrecken (flankierende chromosomale Sequenzen), wobei ,,-* und ,,+*
der 5°- bzw. 3‘-flankierenden Region der Proviren entsprechen. ‘Der LTR Primer ,,5‘-PERV-LTR* ist fiir

alle hier beschriebenen PERYV identisch.
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3. Ergebnisse

3.1 Immunologische Detektion von PERV

Die Zielsetzung des ersten Projektes war die Produktion von spezifischen Antiseren gegen
PERYV, die zum Nachweis von viralen Proteinen verwendet werden konnen. Es wurden
dabei zwei Ansétze verfolgt, zum einen die Expression von rekombinanten PERV Gag und
Env Proteinen im Baculovirus Expressions System (BVES), die zur Immunisierung von
Kaninchen verwendet werden sollten, und zum anderen die Herstellung von Antiseren
gegen Gag und Env Peptide, abgeleitet von Sequenzen von PERV Molekularklonen
(Czauderna et al., 2000; Krach et al., 2001). Die Funktionalitit der so hergestellten Seren
sollte in verschiedenen immunologischen Assays tliberpriift werden, um zu evaluieren, ob
es sich dabei um valide Werkzeuge handelt, mit denen die Expression von PERV Proteinen

tiberpriift werden kann.

3.1.1 Expression rekombinanter PERYV Proteine in Insektenzellen

Ein Ansatz zur immunologischen Detektion von PERV basierte auf dem BVES. PERV
Gag sowie die PERV Env Proteine der beiden xenotropen Klassen sollten in Insektenzellen

exprimiert und zur Produktion von Antiseren verwendet werden.

3.1.1.1 Herstellung der Transfervektoren

Ausgehend von dem PERV Molekularklon 293-PERV-B(33)/ATG (Czauderna et al.,
2000) wurde unter Verwendung der rekombinanten Primer Gag-5 (Smal) und Gag-3
(HindIIl) die Sequenz des gag Gens (Nukleotid (nt) Position 1154-2728) amplifiziert. Das
Amplifikat wurde anschlieend in die Smal und Hindlll Restriktionsschnittstellen des
Baculo-Transfervektors pBac-2cp (Novagen) kloniert. Der resultierende Vektor wurde
Bac-PERV-G genannt. Desweiteren wurde, basierend auf dem gleichen Molekularklon,
mit den Primern PK27 und AGOWA19 eine Genkassette amplifiziert, die neben dem gag
Gen das Gen fiir die Polymerase (pro/pol) umfaft (nt Position 1136-6400). Die Klonierung
dieser Kassette in pGem-T-Easy (Promega) und anschlieBende Subklonierung in die Notl

Restriktionsschnittstelle des Transfervektors pVL1392 (Pharmingen) fiihrte zu dem Vektor
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Bac-PERV-GPP.

Zur Herstellung der Transfervektoren, die das env Gen tragen, wurde fiir die Klasse B
ebenfalls der Molekularklon 293-PERV-B(33)/ATG (nt Position 6189-8162) und, im Falle
des env Gens der Klasse A, der Molekularklon 293-PERV-A(42) (nt Position 6150-8132;
Czauderna et al., 2000; Krach et al., 2001) verwendet. Die Amplifikation erfolgte mit den
rekombinanten Primern Env5-III (Sacl) und Env-3 (Sacl). Die Klonierung der Amplifikate
in die Restriktionsschnittstelle Sacl des Transfervektors pBac-2cp (Novagen) ergab die
Konstrukte Bac-PERV-E(A) und Bac-PERV-E(B).

Die derart hergestellten Transfervektoren wurden eingesetzt, um rekombinante

Baculoviren zu erzeugen, die zur Infektion von SF9 und SHi5 Zellen verwendet wurden.

3.1.1.2 Analysen infizierter Insektenzellen

Die zur Infektion von Insektenzellen verwendeten Virusiiberstdnde II (VS II) wurden vor
ihrem Einsatz titriert. Dabei ergaben sich fiir Bac-PERV-G Werte von 2,6x10” pfu/ml (das
entspricht nach der Formel fiir die TCIDsy (siche 2.4.5, Formel 2) einem Wert von
3,5x107). Bac-PERV-GPP wies 1,5x10" pfu/ml (TCIDso: 2,2x10") auf. Die Titrierung der
Env Konstrukte Bac-PERV-E(A) und Bac-PERV-E(B) ergab 1x10’ pfu/ml (TCIDso:
1,4x107) fiir Env A und 1,7x10” pfu/ml (TCIDsy: 2,5x10”) fiir Env B.

Zur Uberpriifung der optimalen Expressionsdauer der einzelnen Konstrukte nach Infektion
wurden Zellen und Uberstand bis zu drei Tage post Infektion (p.i.) geerntet und in mit
Coomassie G 250 gefarbten SDS-PAGE sowie in Westernblotanalysen untersucht.

In Abbildung 3.1 sind Coomassie G 250 gefirbte SDS-PAGE mit Uberstand und
Zellysaten der Konstrukte Bac-PERV-G, Bac-PERV-GPP, Bac-PERV-E(A) und Bac-
PERV-E(B) dargestellt.

Es zeigte sich fiir das Konstrukt Bac-PERV-G (Abb. 3.1A), daBl eine optimale
Expressionsdauer innerhalb von 24 h p.i. lag. Fast zeitgleich mit einer Bande bei etwa 65
kDa, was dem Molekulargewicht des Gag Polyproteins inklusive der Tag-Sequenzen
entspricht, tritt eine Bande bei ca. 60 kDa auf (Spur 1). Im Verlauf der nichsten zwei Tage
(Spur 2 und 3) verschiebt sich das Verhéltnis weiter in Richtung der 60 kDa Bande. Nach
einer genaueren Untersuchung der Expression innerhalb der ersten beiden Tage (Abb. 3.3)
wurde fiir weitere Versuche eine Expressionsdauer von 30 h angesetzt.

Die im Konstrukt Bac-PERV-GPP (Abb. 3.1B) enthaltene virale Protease vermittelt die
korrekte proteolytische Spaltung des Gag Polyproteins. Ab dem zweiten Tag (Spur 2) ist
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neben der Bande mit 60 kDa, was dem Molekulargewicht des Gag Polyproteins entspricht,
eine Bande bei etwa 40 kDa zu erkennen, die ein Intermediat der Gag-Proteolyse darstellt.
Daneben ist eine Bande bei 30 kDa, die dem reifen Kapsidprotein zugeordnet werden
kann, sowie eine Bande bei ca. 25 kDa, die ein zweites putatives Intermediat der Spaltung
darstellt, zu erkennen. Dieses Proteolysemuster entspricht dem fiir das Gag von MLV
beschriebenen Prozessierungsweg (Weiss, 1984). Die beiden weiteren Endprodukte der
proteolytischen Spaltung des Gag Polyproteins, das Matrixprotein (pl5) und das
Nukleokapsid (p10), liegen in diesem Gel auBerhalb der Auftrennungscharakteristika.

Expressionsanalysen mit Bac-PERV-GPP wurden bis zum zweiten Tag durchgefiihrt.

Abb. 3.1. SDS-PAGE mit Zellysaten von PERV-Protein exprimierenden
Insektenzellen.

Gag exprimierende SHiS Zellen (A), Gag-Pro-Pol exprimierende SHi5 Zellen (B), Env-A und Env-B
exprimierende SF9 Zellen (C und D). Auftragung in A: Uberstinde vom 1.-3. Tag p.i. (Spuren 1-3),
Zellysaten des 1.-3. Tages p.i. (Spuren 4-6), Zellysat uninfizierter SHi5 Zellen des 3. Tages p.i. (Spur 7) und
mit Baculo-Wildtypvirus infizierte SHi5 Zellen des 3. Tages p.i. (Spur 8); B: Zellysate vom 1.-3. Tag p.i.
(Spuren 1-3), Uberstand des 3. Tages p.i. (Spur 4) und Zellysat uninfizierter SHi5 Zellen des 3. Tages p.i.
(Spur 5); C und D: Zellysate infizierter SF9 Zellen des 1.-3. Tages p.i. (Spuren 1-3), Zellysat uninfizierter
SF9 Zellen des 3. Tages p.i. (Spur 4), Uberstinde infizierter Zellen des 1.-3. Tages p.i. (Spuren 5-7) und
Uberstand uninfizierter Zellen des 3. Tages p.i. (Spur 8). Pfeile markieren Banden putativer Proteine, die mit
den Vorlduferproteinen oder Spaltprodukten in Verbindung gebracht werden kénnen (Erlduterung siche
Text). Molekulargewichte sind in kDa angegeben.

Die Expression der Konstrukte Bac-PERV-E(A) und Bac-PERV-E(B) (Abb. 3.1C und D)
wurden ebenfalls am zweiten Tag beendet. Fiir Bac-PERV-E(B) ist am ersten Tag (Abb.
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3.1D, Spur 1) bereits eine schwache Bande im Bereich von 76 kDa zu erkennen, die dem
Env Vorlduferprotein zugeordnet werden kann. Am zweiten Tag sind bei beiden Env-
Konstrukten (Abb. 3.1C und 3.1D, Spur 2) drei weitere Banden bei etwa 73, 68 und 45
kDa zu finden. Diese Banden stellen vermutlich Spaltprodukte des Env Vorlduferproteins
dar.

Die in den Uberstiinden aller Konstrukte zu erkennende Bande bei etwa 70 kDa ist auf
BSA im Medium der Insektenzellen zuriickzufiihren. In Westernblotanalysen mit Protein-
spezifischen Antiseren konnte gezeigt werden, dal} diese in keinem Zusammenhang zu den

rekombinanten Proteinen steht (siche 3.1.2.2.2).
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Abb. 3.2. Westernblotanalysen mit Zellysaten von PERV-Protein exprimierenden

Insektenzellen.

Bac-PERV-G (A), Bac-PERV-E(A) (B) und Bac-PERV-E(B) (C) exprimierende SF9 Zellen. Aufgetragen
sind in allen Abbildungen Lysate der Zellen des 1.-3. Tages p.i. (Spuren 1-3) und unifizierte Zellen des 3.
Tages p.i. (Spur 4). Die Inkubation erfolgte mit o.-S-Tag-HRP konjugierten Antikorpern. Pfeile markieren die
Vorlduferproteine von Gag (A) und Env (B, C). Molekulargewichte sind in kDa angegeben.

Die in den Zellysaten mittels Coomassie G 250 gefiarbten SDS-PAGE identifizierten
Banden wurden in Westernblotanalysen unter Verwendung von Antikérpern gegen den S-

Tag (S-Tag™ CL-HRP Western Blot Kit, Novagen; vergleiche Abbildung 3.3) verifiziert.
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In Abbildung 3.2 sind Westernblots fiir das Konstrukt Bac-PERV-G, Bac-PERV-E(A) und
Bac-PERV-E(B) dargestellt.

Fiir das Konstrukt Bac-PERV-G ist am zweiten Tag (Abb. 3.2A, Spur 2) eine deutliche
Bande in der GroBe des Gag Polyproteins zu erkennen, wohingegen am dritten Tag (Spur
3) neben einer stirkeren Bande fiir dieses Molekiil zahlreiche Banden mit kleineren
Molekulargewichten, die vermutlich Abbauprodukten entsprechen, sichtbar sind. Die in
der mit Coomassie G 250 gefdarbten SDS-PAGE sichtbare Bande bei etwa 60 kDa (Abb.
3.1A, Spur 5) ist im Westernblot nicht nachweisbar.

Westernblotanalysen von PERV Gag exprimierenden SF9 Zellen, die zwischen 24 h und
30 h p.i. geerntet wurden, ergaben erste Signale fiir das Gag Polyprotein nach ca. 27 h und
eine beginnende Proteolyse des Proteins nach etwa 30 h (Abb. 3.3).

Analysen der Lysate von SF9 Zellen, die mit den Konstrukten Bac-PERV-E(A) bzw. Bac-
PERV-E(B) infiziert waren, ergaben fiir den zweiten Tag eine starke Bande bei ca. 76 kDa
(Abb. 3.2B und C, Spur 2), was dem apparenten Molekulargewicht des Env
Vorldufermolekiils inklusive der Tag-Sequenzen entspricht. Die in den Coomassie G 250
gefdarbten SDS-PAGE (Abb. 3.1C und D) gefundenen Banden bei etwa 73, 68 und 45 kDa
sind via S-Tag nicht nachweisbar. Keine dieser Banden konnte im Uberstand infizierter
Zellen nachgewiesen werden (nicht gezeigt).

Fir das Konstrukt Bac-PERV-GPP war eine derartige Analyse nicht moglich, da der
Transfervektor pVL1392, der fiir die Genkassette gag-pro-pol verwendet wurde, keinen S-
Tag beinhaltet.
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Abbildung 3.3. Westernblotanalyse mit PERV Gag exprimierenden SF9 Zellen.
Zellen wurden 24, 27 und 30 h p.i. geerntet. Zellysat wurde mit a-S-Tag-HRP konjugierten Antikdrpern
inkubiert. Molekulargewichte sind in kDa angegeben.
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3.1.1.3 Aufreinigung rekombinanter PERV Proteine

Die Aufreinigung rekombinanter PERV Proteine basierte entweder auf den im
Transfervektor enthaltenen Sequenzen fiir sechs Histidinreste (His-Tag) oder der Sequenz
fir ein 15 Aminosduren (AS) umfassendes Bindemotiv fiir S-Protein (S-Tag). Eine

schematische Darstellung des Vektorsystems pBac-2cp ist in Abbildung 3.4 gezeigt.

S-Tag

___memn —

His-Tag &(; rek. Protein % His-Tag

Abb. 3.4. Schematische Darstellung des Vektorsystems pBac-2cp.

His-Tag bzw. S-Tag stellen Sequenzen dar, die zur Aufreinigung der rekombinanten Proteine verwendet
werden konnen. Das durchgestrichene ATG bzw. TAG verdeutlicht, dal das native Start- und Stopcodon des
Gens fiir das Expressionskonstrukt mutiert werden mufite.

Sowohl die Bindung des rekombinanten Gag und der rekombinanten Env Proteine an Ni**-
Agarose via His-Tag als auch an S-Protein-Agarose iiber den S-Tag wurde durchgefiihrt.
Westernblotanalysen der Isolierungsschritte via His-Tag mit Antikorpern gegen den His-
Tag sind in Abbildung 3.5 exemplarisch fiir PERV Env-A dargestellt. Es ist zu erkennen,
dal im zweiten Elutionsschritt (Spur 5) zwei deutliche Banden mit apparenten
Molekulargewichten von ca. 76 bzw. 73 kDa von der Agarose freigesetzt werden. Bei der
Bande mit dem geringeren Molekulargewicht handelt es sich vermutlich um ein wéhrend
der Aufreinigung entstandenes Spaltprodukt. Die anschlieBende Umpufferung fiihrte
jedoch in allen Fillen zum Verlust der Proteine. Weder unter Verwendung des His- noch
des S-Tags konnten somit erfolgreich rekombinante PERV Gag, Env-A oder Env-B

Proteine aufgereinigt werden.
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Abb. 3.5. Westernblotanalyse der Isolierungsschritte rekombinanter Env Proteine.
Aufgetragen ist nicht aufgereinigtes Lysat von Insektenzellen, die das Konstrukt Bac-PERV-E(A)
exprimieren (Spur 1), Lysat nach der Bindung an die Nickel-Agarose (Spur 2), der Waschschritt (Spur 3) und
drei Elutionsschritte (Spur 4-6). Verwendet wurden SHi5 Zellen zwei Tage p.i.. Die Immunreaktion wurde
mit Antikdrpern gerichtet gegen den His-Tag (Penta-His Antibody, Qiagen) durchgefiihrt. Pfeile markieren
das Env-Vorlduferprotein und ein Spaltprodukt. Molekulargewichte sind in kDa angegeben.
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3.1.2 PERV-spezifische Peptidantiseren

Der zweite Ansatz zur immunologischen Detektion von PERV griindete auf der

Herstellung von Antiseren gegen Peptide aus den PERV Gag und Env Proteinen.

3.1.2.1 Auswahl der Peptidsequenzen

Computergestiitzt wurde durch die Fa. Eurogentec (Belgien) nach immunogenen
Sequenzen im Gag und im Env der Klasse B basierend auf dem Molekularklon 293-PERV-
B(33) (Czauderna et al., 2000) gesucht. Die Sequenzen fiir das Env der Klasse A
entstammten dem Molekularklon 293-PERV-A(42) (Czauderna et al., 2000; Krach et al.,
2001). Ausgewdhlt wurden fiir Gag Sequenzen aus dem Matrixprotein (MA, pl5), dem
Kapsidprotein (CA, p30) und dem Nukleokapsid (NC, p10) und fiir Env sowohl Sequenzen
aus dem Oberfldchenanteil (SU, gp70) als auch aus dem Transmembrananteil (TM, p15E).
Die AS-Sequenzen der zur Immunisierung von Kaninchen eingesetzten Peptide flir Gag

und Env und deren Position im jeweiligen Protein sind in Tabelle 3.1 aufgefiihrt.

Tabelle 3.1. Peptidsequenzen zur Herstellung von Antiseren in Kaninchen.

Peptidname AS Position AS Sequenz

pl5 176-190 H),N-GTRSRRGATPERTDEC-CONH,
p30a 303-316 H,N-PGWDYNTAEGRESLC-CONH,;
p30b 327-340 H,;N-LRGASRRPTNLAKVC-CONH,
pl0 506-524 H,;N-CPKKGNKGPKVLALEEDKD-COOH
gp70 9-24 H,N-HLPTRGGEPKRLRIPLC-CONH,

Env-A [gp70(A)] 182-196 H,N-QQRVQKDVRNKQISC-CONH;,

Env-B [gp70(B)] 283-297 HoN-PTNTPRNSPGVPVKTC-CONH,
pl5E 641-657 H,N-VLRQQYQGLLSQGETDL-COOH

Kursive ,Cs® am Ende der Sequenzen kennzeichnen Cysteinreste, die zur Kopplung des jeweiligen Peptids an
das Triagermolekiil angefligt wurden. Mit Ausnahme der Sequenz fiir Env-A [gp70(A)], die sich auf den Klon
293 PERV-A(42) (Czauderna et al., 2000; Krach et al., 2001) bezieht, sind die AS Positionen fiir den Klon
293 PERV-B(33) angegeben (Czauderna et al., 2000).

Fiir das Kapsidprotein wurden zwei unterschiedliche Sequenzen ausgewéhlt (a und b) um
eine optimale Detektion zu gewihrleisten.

Um polyklonale Antiseren aus einer weiteren Spezies zu erhalten, wurden Ziegen mit den

Peptiden Gag p10 und Env p15E immunisiert.
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Tabelle 3.2. Peptidsequenzen zur Herstellung von Antiseren in Hithnern.

Peptidname  AS Position AS Sequenz
EnvAl-1 164-185 HoN-NPTSYNQFNYGHGRWKDWQQRVC-CONH;
EnvAl-3 269-288 HoN-CPPIQEQRPSPNPSDYNTTSG-CONH,
EnvB2-2 249-264 H,N-PALEPPHNLPVPQLTC-CONH,
EnvB2-3 283-292 H,N-PTNTPRNSPG-COOH

Kursive ,Cs® am Ende der Sequenzen kennzeichnen Cysteinreste, die zur Kopplung des jeweiligen Peptids an
das Tragermolekiil angefiigt wurden. Die Positionen fiir Env A beziehen sich auf den Klon 293 PERV-A(42)
(Czauderna et al., 2000; Krach et al., 2001) und fiir Env B auf 293 PERV-B(33) (Czauderna et al., 2000).

Weitere Antiseren zur Differenzierung der PERV Klassen A und B, gerichtet gegen
Abschnitte in den variablen Regionen der Env Proteine (Env-A: AS 160-305 und Env-B:
AS 157-302; Le Tissier et al., 1997) wurden durch die Fa. Sigma ARK (Darmstadt) in

Hithnern produziert. Die Sequenzen dieser Peptide sind in Tabelle 3.2 aufgefiihrt.

3.1.2.2 Analyse der Peptidantiseren aus Kaninchen

3.1.2.21 Peptidantiseren gerichtet gegen PERV Gag

Die Positionen der vier Peptide im Gag Polyprotein, die verwendet wurden, um in

Kaninchen Antiseren gegen PERV Gag zu produzieren, sind in Abb. 3.6 schematisch

dargestellt. Die Funktionalitit der Seren wurde in verschiedenen immunologischen Assays

tiberpriift.
MA CA NC
p15 p30a p30b p10
Abb. 3.6. Schematische Darstellung der Lokalisation der Peptide gerichtet gegen
PERYV Gag.

MA: Matrixprotein, CA: Kapsidprotein, NC: Nukleokapsid. Die Angaben p15, p30 und p10 entsprechen dem
Molekulargewicht der Proteine und benennen die Antiseren (siehe Tabelle 3.1).

Die initiale Uberpriifung des Antiserums gerichtet gegen das Gag pl5 erfolgte mittels
Westernblotanalysen auf Zellysaten von 293 PERV-PK Zellen und aufgereinigten PERV
Viruspartikeln. In keinem Fall konnten spezifische Banden nachgewiesen werden (nicht
gezeigt).

AnschlieBend durchgefiihrte indirekte Immunfluoreszenzen (IF-Analysen) mit diesem
Serum auf 293 PERV-PK Zellen bestitigten dieses Ergebnis (nicht gezeigt). Das Serum

wurde daher als nicht funktional eingestuft.
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Abb. 3.7. Indirekte Immunfluoreszenzanalysen unter Verwendung des Gag p30a

Serums.
Insektenzellen, die PERV-Gag exprimieren (Bac-PERV-G; A und B), 293 PERV-PK Zellen (C und D) und
uninfizierte 293 Zellen (E). A, C und E, p30a Antiserum; B und D, Praimmunserum. VergroBerung 400x.

Abb. 3.8. Indirekte Immunfluoreszenzanalysen unter Verwendung des Gag p30b

Serums.
Insektenzellen, die PERV-Gag exprimieren (Bac-PERV-G; A und B), 293 PERV-PK Zellen (C und D) und
uninfizierte 293 Zellen (E). A, C und E, p30b Antiserum; B und D, Prdiimmunserum. Vergréferung 400x.
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IF-Analysen mit den Gag p30a Antiseren auf Gag exprimierenden Insektenzellen (Abb.
3.7A) und 293 PERV-PK Zellen (Abb. 3.7C) ergaben spezifische Farbungen. Allerdings
wurde bei der Inkubation von uninfizierten 293 Zellen eine starke Hintergrundfluoreszenz
gefunden (Abb. 3.7E). Exprimierende Insektenzellen und 293 PERV-PK Zellen, die mit
dem Praimmunserum inkubiert wurden, zeigten keine Reaktivitit (Abb. 3.7B und D).
Adéquate Fluoreszenzen wurden auf Gag exprimierenden Insektenzellen und 293 PERV-
PK Zellen unter Verwendung des p30b Antiserums erhalten (Abb. 3.8A und C). Das p30b
Antiserum zeigte jedoch im Gegensatz zu dem p30a Antiserum keine Kreuzreaktivitét mit
uninfizierten 293 Zellen (Abb. 3.8E). Ebenso wie mit dem p30a Prdiimmunserum wurden
keine Fluoreszenzen auf exprimierenden Insektenzellen und 293 PERV-PK Zellen,
inkubiert mit dem p30b Prdimmunserum, erhalten (Abb. 3.8B und D).

Aufgrund der in der Immunfluoreszenz beobachteten Kreuzreaktivitit des p30a
Antiserums wurden Westernblotanalysen nur mit dem p30b Serum durchgefiihrt. In Abb.
3.9 sind Lysate von uninfizierten 293 Zellen (Spur 2 und 5) und 293 PERV-PK Zellen
(Spur 3 und 6) sowie aufgereinigte PERV Partikel (Spur 1 und 4) inkubiert mit dem p30b

Antiserum und dem Praimmunserum dargestellt.
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Abb. 3.9. Westernblotanalyse unter Verwendung des p30b Serums.

Aufgereinigte PERV Partikel (Spuren 1 und 4), Lysat uninfizierter 293 Zellen (Spuren 2 und 5) und Lysat
von 293 PERV-PK Zellen (Spuren 3 und 6). Spuren 1-3, Antiserum; Spuren 4-6, korrespondierendes
Praimmunserum. Pfeile kennzeichnen das Gag Polyprotein, ein Intermediat der Proteolyse und das
Kapsidprotein mit apparenten Molekulargewichten von 60 kDa, 40 kDa und 30 kDa. Molekulargewichte sind
in kDa angegeben.

Mit aufgereinigten PERV Partikeln wurden Banden detektiert, die dem Muster
entsprechen, wie es in Insektenzellen gefunden wurde, die mit dem Konstrukt Bac-PERV-
GPP infiziert waren (Abb. 3.9, Spur 1). Es ist eine deutliche Bande bei 30 kDa zu

erkennen, was dem Molekulargewicht des Kapsidproteins entspricht. Daneben sind
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Banden bei etwa 60 kDa und 40 kDa zu erkennen, die dem Gag Polyprotein und einem
Intermediat der Proteolyse zugeordnet werden konnen. Die Bande, die dem Kapsid
zugeordnet werden kann, sowie eine schwéchere fiir das Vorlduferprotein ist auch im Lysat
der 293 PERV-PK Zellen (Spur 3) zu erkennen. Im Gegensatz zu den PERV Partikeln 1483t
sich das putative Intermediat jedoch nicht nachweisen. Im Lysat der uninfizierten 293
Zellen (Spur 2) sind keine spezifischen Banden zu erkennen. Die Inkubation mit dem
Priimmunserum ergab weder fiir die Viruspartikel noch fiir die Zellysate spezifische

Banden der erwarteten GroB3en (Spuren 4-6).
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Abb. 3.10. Westernblotanalyse unter Verwendung des Gag p10 Serums.

Aufgetragen ist Lysat von SHi5 Zellen, die das Konstrukt Bac-PERV-GPP exprimieren (Spuren 1 und 4),
aufgereinigte PERV Partikel (Spuren 2 und 5), 293-PERV-PK Zellysat (Spuren 3 und 6) und MLV-haltiger
Zellkulturiiberstand (Spuren 7 und 8). Spuren 1-3 und 7, Antiserum; Spuren 4-6 und 8, korrespondierendes
Praimmunserum. Pfeile kennzeichnen das Gag Polyprotein, ein Intermediat und das Nukleokapsid mit
apparenten Molekulargewichten von 60 kDa, 40 kDa und 10 kDa. Molekulargewichte sind in kDa
angegeben.

—10

Das Antiserum gerichtet gegen das Nukleokapsid von PERV (pl10) wurde zuerst in
Westernblotanalysen auf Lysaten von Insektenzellen, die das Konstrukt Bac-PERV-GPP
exprimieren, getestet (Abb. 3.10, Spur 1). In Ubereinstimmung mit dem Gag p30b Serum
sind spezifische Banden die dem Gag Polyprotein und dem Intermediat zugeordnet werden
konnen bei 60 kDa bzw. 40 kDa zu erkennen. Entsprechend dem verwendeten Antiserum
ist daneben eine Bande bei 10 kDa zu finden, was dem Molekulargewicht des Endprodukts
der Gag Proteolyse, dem reifen Nukleokapsid, entspricht. Westernblotanalysen auf
aufgereinigten PERV Partikeln (Abb. 3.10, Spur 2) sowie auf Lysat von 293 PERV-PK
Zellen (Abb. 3.10, Spur 3) ergaben ebenfalls ein spezifisches Signal, das dem

Vorldufermolekiil entspricht, sowie eine Bande, die dem Nukleokapsid zugeordnet werden
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Abb. 3.11. Indirekte Immunfluoreszenzen unter Verwendung des Gag p10 Serums.
Abgebildet sind SHi5 Zellen, die rekombinantes PERV Gag exprimieren (Bac-PERV-Gag; A und B), 293
Zellen, die mit dem Molekularklon 293-PERV-B(33)/ATG (Czauderna et al., 2000) transfiziert wurden (C
und D) und untransfizierte 293 Zellen (E). A, C und E, Antiserum; B und D, korrespondierendes
Praimmunserum. VergroBerung 400x.

Abb. 3.12. Indirekte Immunfluoreszenz auf Gefrierschnitten von porcinen Geweben
mit dem p10 Serum.

Dargestellt sind Niere (A und B), Aorta (C und D) und Herz (E und F). A, C und E, Prdiimmunserum; B, D
und F, Antiserum. VergroBerung 400x.

kann. Wéhrend das Intermediat in den Viruspartikeln nachgewiesen werden konnte, fehlt,
in Ubereinstimmung mit dem p30b Antiserum, diese Bande im Lysat der 293 PERV-PK

Zellen. Unter Verwendung des Prdimmunserums konnte in keinem der Lysate Gag
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nachgewiesen werden (Spuren 4, 5 und 6). Die Spezifitit des p30b und des p10 Antiserums
wurden durch Inkubation von MLV-haltigem Zellkulturiiberstand mit dem Anti- und dem
Praimmunserum nachgewiesen (fiir a-p30b nicht gezeigt; Abb. 3.6, Spuren 7 und 8),
wobei keine Bande detektiert wurde.

Das Gag pl0 Antiserum wurde desweiteren in IF-Analysen auf seine Funktionalitét
iberpriift. Inkubiert wurden unter anderem 293 Zellen, die mit dem Molekularklon 293-
PERV-B(33)/ATG transfiziert wurden (Czauderna et al., 2000). Analysen mit diesen
Zellen ergaben spezifische Signale unter Verwendung des pl0 Antiserums sowie keine
Signale mit dem Prdimmunserum (Abb. 3.11C und D). Entsprechende Signale wurden mit
Insektenzellen, die rekombinantes Gag exprimierten, erhalten (Abb. 3.11A und B). Nicht
transfizierte 239 Zellen inkubiert mit dem Gag p10 Antiserum zeigten keine Fluoreszenz

(Abb. 3.11E).

Abb. 3.13. Immunperoxidase Assay unter Verwendung des Gag p10 und des p30b
Antiserums.

Dargestellt sind gefriergeschnittene 293 PERV-PK Zellen (A und B) und 293 PERV-PK Zellen gewachsen
auf Deckglédschen (C und D). A und C, p10 Antiserum; B, p30b Antiserum; D, gefriergeschnittene Zellen
gefarbt mit Hyalin-Eosin.

Neben Westernblotanalysen auf PERV-haltigen Zellysaten und Viruspriparationen sowie
IF-Analysen auf PERV exprimierenden Zellen wurde die Reaktivitit des Gag p10 Serums
auf Gefrierschnitten von Schweinegeweben getestet. Dazu wurden von Nieren, Aorta und
Herz (Abb. 3.12A-F) Schnitte hergestellt und mit dem Antiserum bzw. dem

Praimmunserum inkubiert. Keines der untersuchten Gewebe zeigte spezifische Signale. Es

wurde lediglich eine geringe Hintergrundfluoreszenz mit dem Antiserum, im Vergleich
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zum Prdimmunserum, gefunden.

Fiir eine Abschitzung der Sensitivitit des pl10 Antiserums wurde der Schwellenwert, der
an PERV Protein nachgewiesen werden kann, im ELISA, basierend auf aufgereinigten
Viruspartikeln, bestimmt. Mit dem Antiserum gerichtet gegen das Nukleokapsid konnten
noch 0,5 ng virale Proteine nachgewiesen werden (nicht gezeigt).

Das Gag p30b und das Gag p10 Antiserum wurden desweiteren auf ihre Anwendbarkeit in
Routineassays, wie sie in der klinischen Diagnostik angewendet werden, untersucht. Dazu
wurden 293 PERV-PK Zellen gefriergeschnitten und im Immunperoxidase Assay (IPAP)
auf die Expression von PERV Gag hin getestet (Abb. 3.13). Wie fiir die IF-Analysen
beschrieben (Abb. 3.8 und 3.11), wurden mit den Antiseren spezifische Signale erhalten
(Abb. 3.13A und B). Eine Kontrollfarbung von 293 PERV-PK Zellen auf Deckglidschen
unter Verwendung des Gag p10 Antiserums zeigte eine identische Verteilung von Signalen
(Abb. 3.13C). Die schwicheren Signale auf den geschnittenen Zellen hidngen mit dem
Verlust an Antigen wihrend des Schneideprozesses zusammen. Als Strukturkontrolle
wurden Parallelschnitte der gleichen Praparation mit Hyalin-Eosin gefdarbt (Abb. 3.13D).
Die PERV Gag Antiseren p30b und p10 wurden weiterhin auf ihre Funktionalitit mittels
Immunogoldmarkierungen iiberpriift. Ultradiinnschnitte von 293 Zellen, die mit dem
Molekularklon 293-PERV-B(33)/ATG (Czauderna et al., 2000) transfiziert waren, wurden
mit den Antiseren inkubiert. In beiden Fillen wurden deutliche Immunreaktionen erhalten

(Abb. 3.14).

Abb. 3.14. Immunogoldfirbung unter Verwendung der p30b und p10 Antiseren.
Verwendet wurde 293 Zellen transfiziert mit 293-PERV-B(33)/ATG (Czauderna et al., 2000). A, p30b
Antiserum; B, p10 Antiserum. Als Sekundérantikdrper wurde Ziegen o-Kaninchen IgG konjugiert mit 10 nm
Goldpartikeln eingesetzt. Pfeile markieren positive Immunreaktionen. Vergroerung 21.000x.



Ergebnisse 60

3.1.2.2.2 Peptidantiseren gerichtet gegen PERV Env

Analog zu den Gag Peptiden sind in Abbildung 3.15 die Positionen der zur Immunisierung

von Kaninchen eingesetzten Peptide aus dem Hiillprotein (envelope, Env) von PERV

schematisch dargestellt.

SuU ™
gp70 Env-A Env-B p15E
Abb. 3.15. Schematische Darstellung der Lokalisation der Peptide gerichtet gegen

PERY Env.

SU: Oberflachenanteil des Env (surface), TM: transmembraner Anteil des Env. Die Angaben gp70 und p15E
entsprechen dem Molekulargewicht der Proteine und benennen -mit Ausnahme von Env-A und Env-B- die
Antiseren (sieche Tabelle 3.1).

Westernblotanalysen mit PERV Partikeln, Lysat von 293 PERV-PK Zellen sowie von
Insektenzellen, die das Env der Klasse A bzw. der Klasse B (Bac-PERV-E(A) bzw. Bac-
PERV-E(B)) exprimierten, ergaben fiir die Antiseren gp70, Env-A [gp70(A)] und Env-B
[gp70(B)] keine Reaktivititen (nicht gezeigt). AnschlieBende Uberpriifungen der
Funktionalitdt dieser Seren in indirekten IF-Analysen bestétigten diese Ergebnisse (nicht
gezeigt). Wie das Gag Antiserum pl5 wurden diese drei gegen das Env von PERV
gerichteten Seren als nicht funktional eingestuft.

Im Gegensatz dazu konnte fiir das PERV Env p15E Antiserum Funktionalitét in indirekten
IF-Analysen nachgewiesen werden. In Abbildung 3.16 sind die Ergebnisse der IF-
Analysen unter Verwendung von Insektenzellen, die entweder das Env der Klasse A oder
der Klasse B exprimieren (Abb. 3.16A und B), 293-PERV-PK Zellen (Abb. 3.16C) und
uninfizierten 293 Zellen (Abb. 3.16D), inkubiert mit dem Antiserum, dargestellt. Im Fall
der Insektenzellen sind sowohl fiir Env-A als auch fiir Env-B deutliche Signale innerhalb
der Zellen zu erkennen. Auf 293 PERV-PK Zellen ist die Fluoreszenz membranstindig,
was der zelluldren Lokalisation des transmembranen Anteils des Env entspricht. Nicht
infizierte 293 Zellen (Abb. 3.16D) inkubiert mit dem Antiserum ergaben, wie die
Insektenzellen, die das Env der Klasse A exprimieren und 293 PERV-PK Zellen, die mit
dem Pradimmunserum inkubiert wurden (Abb. 3.16E und F), keine Signale.

Analog zu diesen Ergebnissen zeigte das plSE Antiserum auch Reaktivitit in
Westernblotanalysen. Die Inkubation von 293 PERV-PK Zellysat (Abb. 3.17, Spur 1)
ergab deutliche Banden bei etwa 90 und 80 kDa. Das Molekulargewicht der untere Bande
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entspricht dem des Env Vorldufermolekiils (bestehend aus dem SU und TM Anteil). Die
Bande bei ca. 90 kDa geht vermutlich auf ein Glykosylierungsintermediat des Env zurtick.
Desweiteren ist eine Bande in der Hohe von ca. 20 kDa zu erkennen, die wahrscheinlich

dem prialSE, wie es fiir MuLV beschrieben worden ist und aus dem p15E und dem p2E

Abb. 3.16. Indirekte Immunfluoreszenzen unter Verwendung des Env p15E Serums.
Dargestellt sind SF9 Zellen, die das Env der Klasse A (A und E) bzw. der Klasse B (B) exprimieren (Bac-
PERV-E(A) und Bac-PERV-E(B)), 293 PERV-PK Zellen (C und F) und uninfizierte 293 Zellen (D). A, B, C
und D, Antiserum; E und F, Prdiimmunserum. Vergroerung 400x.
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besteht (Rein et al., 1994), entspricht.
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Abb. 3.17. Westernblotanalysen unter Verwendung des Env p15E Serums.

Aufgetragen ist Lysat von 293 PERV-PK Zellen (Spuren 1 und 2), aufgereinigte PERV Partikel (Spur 3),
Zellysat und Uberstand von SF9 Zellen, die das Env der Klasse A exprimieren (Spuren 4 und 6), Lysat
uninfizierter SF9 Zellen (Spur 5) sowie Zellysat und Uberstand von SF9 Zellen, die das Env der Klasse B
exprimieren (Spuren 7 und 8). Spuren 1, 3-8, Antiserum; Spur 2, Prdimmunserum. Pfeile markieren zwei
Glykosylierungsformen des Env Vorlduferproteins, die Vorlduferproteine in Insektenzellen sowie das prilSE
Protein (Erlauterung siehe Text). Molekulargewichte sind in kDa angegeben.
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Die schwache Bande unterhalb des putativen pral5SE (Abb. 3.17, Spur 1) stellt vermutlich
eine unspezifische Reaktion dar. Entgegen friitherer Berichte (Tacke et al., 2000) konnten
keine multimeren Formen des TM Proteins nachgewiesen werden. Die Inkubation des

Lysats mit dem Praiimmunserum (Abb. 3.17, Spur 2) ergab keine Signale.

Abb. 3.18. Immunperoxidase Assay unter Verwendung des Env p15E Antiserums.
Dargestellt sind gefriergeschnittene 293 PERV-PK Zellen inkubiert mit pl5SE Antiserum. Vergroferung
400x.
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Abb. 3.19. Immunogoldfirbung unter Verwendung des p15SE Antiserums.

Verwendet wurde 293 Zellen transfiziert mit 293-PERV-B(33)/ATG (Czauderna et al., 2000). Zellen wurden
mit p15E Antiserum inkubiert. Als Sekundirantikdrper wurde Ziegen a-Kaninchen IgG konjugiert mit 10 nm
Goldpartikeln eingesetzt. Pfeile markieren positive Immunreaktionen. VergroBerung 21.000x.

Im Gegensatz zu den Gag Antiseren p30b und p10 wurden mit dem p15E Antiserum unter
Verwendung von aufgereinigten PERV Partikeln (Abb. 3.17, Spur 3) keine spezifischen
Banden gefunden. DaB beide Klassen von Env mittels des anti TM Serums nachgewiesen
werden konnen, zeigt sich bei der Inkubation von Insektenzellysaten, die entweder das Env

der Klasse A oder B enthielten (Abb. 3.17, Spuren 4 und 7). In beiden Féllen sind deutliche
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Banden bei ca. 76 kDa zu erkennen, die dem Vorlduferprotein inklusive der Tag-
Sequenzen entsprechen. Die weiteren Banden sind vermutlich Abbauprodukten des Env
zuzuordnen. Im Lysat uninfizierter Insektenzellen (Abb. 3.17, Spur 5) sind entsprechende
Banden nicht zu erkennen. Die in den Spuren 6 und 8 (Abb. 3.17) aufgetragenen
Uberstinde der Insektenzellen inkubiert mit dem Antiserum verdeutlichen, daB das Env
nicht in den Kulturiiberstand freigesetzt wurde.

Ebenso wie die beiden funktionalen Gag Antiseren wurde auch das pl5E Antiserum auf
seine Funktionalitit im [PAP (Abb. 3.18) und in Immunogoldfirbungen (Abb. 3.19)

getestet. In beiden Assays wurden spezifische Signale erhalten.

3.1.2.3 Analyse der Peptidantiseren aus Hiihnern

Die initiale Analyse der in Hithnern hergestellten Seren erfolgte in Westenblots. Es zeigte
sich, dal3 von den Seren, die gegen die Env Klassen A bzw. B gerichtet waren, nur das
Antiserum EnvB2-2 spezifische Signale ergab (Abb. 3.20 und nicht gezeigt). Sowohl unter
Verwendung von aufgereinigten Viruspartikeln (Abb. 3.20, Spur 4) als auch mit Lysat von
293 Zellen, die mit dem Molekularklon 293-PERV-B(33)/ATG (Czauderna et al., 2000)
transfiziert waren (Abb. 3.20, Spur 6), wurden Banden bei ca. 80 kDa und 70 kDa
gefunden. Die Bande bei 80 kDa entspricht dem putativen Env Vorldufermolekiil, wie es
sich auch mit dem p15E Antiserum zeigen lief3. Die darunter laufende Bande 146t sich dem
reifen Oberflichenmolekiil, gp70, zuordnen. Keine Banden dieser GroBen wurden mit
Zellysat von HeLa Zellen gefunden, die mit dem Molekularklon 293-PERV-A(42)
(Czauderna et al., 2000; Krach et al., 2001) transfiziert waren (Abb. 3.20, Spur 5), was die
Spezifitit des Serums fiir Env der Klasse B verdeutlicht. Unter Verwendung des
Praimmunserums wurde im Lysat von 293-PERV-B(33)/ATG Zellen (Abb. 3.20, Spur 1)
eine unspezifische Bande bei etwa 72 kDa gefunden, die weder mit Viruspartikeln noch im
Lysat der HelLa Zellen transfiziert mit 293-PERV-A(42) zu erkennen war (Abb. 3.20,
Spuren 2 und 3).

Die Spezifitit des EnvB2-2 Antiserums konnte auch in IF-Analysen mit 293 und HeLa
Zellen, die mit den PERV Molekularklonen der Klasse B bzw. der Klasse A transfiziert
waren, gezeigt werden. In Abbildung 3.21A ist eine deutliche membranstindige
Fluoreszenz auf 293 Zellen transfiziert mit 293-PERV-B(33)/ATG (Abb. 3.21A) zu
erkennen, die unter Verwendung des Prdimmunserums (Abb. 3.21B) nicht zu sehen ist.

Ebenso wurden keine Signale bei der Inkubation von HeLa Zellen transfiziert mit 293-
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PERV-A(42) erhalten (Abb. 3.21C). Bestitigt wurde in den IF-Analysen auch die

unspezifische Reaktion mit zelluldren Proteinen von 293 Zellen, die sich in Form einer

tiber die Zellen verteilten Hintergrundfloureszenz zeigte (Abb. 3.21D).

105
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Abb. 3.20. Westernblotanalysen unter Verwendung des EnvB2-2 Serums.

Aufgetragen sind aufgereinigte PERV Partikel (Spuren 1 und 4), Lysat der Zellinien HelLa und 293
transfiziert mit den Molekularklonen 293-PERV-A(42) (Spuren 2 und 5) bzw. 293-PERV-B(33)/ATG
(Spuren 3 und 6). Spuren 1-3, Priimmunserum; Spuren 4-6, Antiserum. Pfeile markieren das putative reife
gp70 und das nicht gespaltene Env Vorlduferprotein. Molekulargewichte sind in kDa angegeben.

Abb. 3.21. Indirekte Immunfluoreszenzen unter Verwendung des EnvB2-2 Serums.
Dargestellt sind 293 Zellen, transfiziert mit 293-PERV-B(33)/ATG (A und B), HeLa Zellen, transfiziert mit
293-PERV-A(42) (C) und untransfizierte 293 Zellen (D). A, C und D, Antiserum; B, korrespondierendes
Praimmunserum. VergroBerung 400x.
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3.1.24 Analyse der Peptidantiseren aus Ziegen

Die in Ziegen hergestellten Antiseren gegen das Gag p10 und das Env p15E zeigten weder
in Westernblotanalysen noch in Immunfluoreszenzen Reaktivitit (nicht gezeigt). Eine sich
anschlieBende Uberpriifung, ob die Ziegen Antikdrper gegen das Kopplungsmolekiil KLH
(keyhole limpets hemocyanin) gebildet hatten, fiel ebenfalls negativ aus. Die Seren wurden
wie die zuvor beschriebenen Seren gegen PERV Gag und PERV Env, die keine Reaktivitét
zeigten, als nicht funktional eingestuft.



Ergebnisse 66

3.2 Molekulare Charakterisierung nativer PERV

Das Ziel dieses Teils der Arbeit bestand in der Isolierung und Charakterisierung von
nativen, direkt aus dem porcinen Genom stammenden Volldngensequenzen
replikationskompetenter PERV. Die Konzentration lag dabei auf PERV der Klassen A und
B, die als xenotrop beschrieben worden sind (Takeuchi et al., 1998). Ausgangsmaterial der
Untersuchung war die porcine Nierenzellinie PK15, die PERV Partikel freisetzt, die fiir
humane Zellen infektios sind (Patience et al., 1997; Le Tissier et al., 1997).

3.2.1 Durchmusterung einer PK15-A-Phagen Bibliothek

Im Vorfeld dieser Arbeit wurde genomische DNA aus Zellen der Linie PK15 isoliert und
partial verdaut, so daf die Majoritit der Restriktionsfragmente eine Grofle von 9 bis 23 kb
aufwies, was der Insertkapazitit des Lambda-FIX II/Xhol Partial Fill-in Vector Systems
(Stratagene) entspricht. Die Titrierung der Bibliothek, die sich an die Auffiillreaktion und
die Ligation der Fragmente anschloB, ergab, daB die Bibliothek etwa 1,44x10°
unabhéngige Klone enthielt. Bei einer durchschnittlichen Insertgro3e von 15 kb sind somit
2,16x10" Basen verpackt worden. Das Genom des Schweins wird auf 3x10° Basen
geschitzt, so daf es in der Phagenbibliothek ungefdhr siebenmal reprasentiert ist.

Die Durchmusterung der Bibliothek erfolgte mittels einer Sonde, die homolog zu einem
753 bp Abschnitt der Protease/Polymerase von PERV ist (Czauderna et al., 2000; im
weiteren als pro/pol-Sonde bezeichnet). Nach Plaquelifting und Hybridisierung mit der
pro/pol-Sonde wurden von den auf sechs Autoradiogrammen erhaltenen Klonen 85 mit
hoher und mittlerer Intensitét ausgewéhlt. Von diesen wurden nach zwei Wiederholungen
der Durchmusterung 68 bis zur Homogenitét aufgereinigt. Die Isolierung der A-Phagen
DNA erfolgte wie unter 2.8.1.2.3 beschrieben. Nach Restriktion mit Nofl wurden die A-

Phagen Inserts in NofI restringierte pBlueScript Vektoren subkloniert.
3.2.2 Differenzierung der Klone
Da der Fokus der Klonierung und Charakterisierung von nativen PERV auf den Klassen

mit xenotropem Potential lag, wurden die isolierten 68 Klone via PCR auf die Klassen A

und B differenziert. Die verwendeten Primer (Diff-A-for versus (vs) Diff-A-rev, Diff-B-for
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vs Diff-B-rev) ergaben fiir env A ein Amplifikat von 697 Basenpaaren (bp) und fiir env B
ein Amplifikat von 577 bp. In Abbildung 3.22 ist exemplarisch eine Differenzierungs-PCR

von 16 Klonen dargestellt.

ABABABABMABABABARB

800
600

400

AB ABABABMABABAB AB

800
600
400

19 110 112 113 114 21 22 23

Abb. 3.22. Differenzierungs-PCR von PERYV Klonen in env Klasse A und B.

Aufgetragen sind env A bzw. env B Amplifikate. Die Grofle des env A Amplifikates betrdgt 697 bp, die des
env B Amplifikates 577 bp. Nummern beziehen sich auf verschiedene Klone; A, env Klasse A; B, env Klasse
B; M, Langenstandard (Smart ladder, Eurogentec). Gréfen sind in bp angegeben.

Die Differenzierung der 68 Klone ergab, dafl 41 der Klasse A, 10 der Klasse B und 17
Klone keiner Klasse zuzuordnen waren (z.B. Abb. 3.22, Klon 112). Die anschlieBende
Uberpriifung der 17 nicht zuordnungsfihigen Klone, ob sie der Klasse C (Primer Diff-C-
for vs Diff-C-rev) oder der vor kurzem beschriebenen Klasse D (Primer Diff-D-for vs Diff-
D-rev) angehoren, fiel ebenfalls negativ aus (nicht gezeigt). Diese Klone wurden als

trunkiert im oder defizient fiur das env Gen betrachtet und daher von weiteren

Untersuchungen ausgeschlossen.
3.2.3 Identifizierung von offenen Leserahmen (ORFs)
Ziel war es, funktionale provirale PERV Sequenzen zu klonieren. Daher wurde in einem

ndchsten Schritt mittels des in vitro Transkriptions/Translations Assay (Protein Truncation

Test, PTT) tiberpriift, welche Klone in allen drei viralen Leserahmen offen sind. PCRs auf
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den drei viralen Genen ergaben Amplifikationsprodukte fiir gag von 1651 bp, flir pro/pol
von 3511 bp und fiir env von 2009 bp. Exemplarische Gele fiir diese PCRs sind in
Abbildung 3.23 dargestellt. Die sich an die Aufreinigung der PCR Produkte anschlieende
in vitro Transkription/Translation ergab nach Autoradiographie fiir die einzelnen Gene

Bilder, wie sie in Abbildung 3.24 gezeigt sind.

o o

42 52 58 510 514 61 M 610 213 pos. neg.

210 47 25 37 63 neg. pos. M

Abb. 3.23. Priparative PCR fiir PTT.

PCR der viralen Leserahmen gag (A), pro/pol (B) und env (C) fiir den in vitro Transkriptions/Translations
Assay. Nummern beziehen sich auf verschiede Klone. Pfeile markieren die Vollangengene mit 1651 bp fiir
gag, 3511 bp fiir pro/pol und 2009 bp fiir env. Positivkontrolle, Molekularklon p293-PERV-B(33)/ATG
(Czauderna et al., 2000); neg., Wasserkontrolle; pos., Positivkontrolle; M, Léingenstandard (Smart ladder,
Eurogentec). Groflen sind in kb angegeben.

Letztendlich wurden drei Klone der Klasse A, APK15-PERV-A(42), APK15-PERV-A(45)
und APK15-PERV-A(58), und ein Klon der Klasse B, APK15-PERV-B(213), identifiziert,
die sowohl fiir gag als auch fiir pro/pol und env offene Leserahmen aufwiesen. Die
Subklonierung der A Inserts in pBlueScript ergab die Plasmide pPK15-PERV-A(42),
pPK15-PERV-A(45) und pPK15-PERV-A(58) bzw. pPK15-PERV-B(213).
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3.24 Molekulare Charakterisierung der PERYV Vollingenklone

3.24.1 Uberpriifung der PERV-A Klone

Die erste Uberpriifung der drei Klasse A Klone erfolgte in Restriktionsanalysen mit den
Enzymen EcoRI und Hindlll (Abb. 3.25A und B). Es zeigte sich, dal in den drei Klonen
mehrere Banden auf gleicher Hohe auftraten, was vermuten lieB3, daB3 sie das gleiche Virus,
integriert an unterschiedlichen Orten im Genom, reprisentieren. AnschlieBende partielle
Sequenzierungen der A Klone (nicht gezeigt) unterstiitzten die Annahme, dal sie das
gleiche Provirus darstellen. Fiir die weitere Charakterisierung wurde daher der Klon

pPK15-PERV-A(58) ausgewihlt.

11 16 21534 45 58 61 610 63 42 pos. 52 55 59 p"(;"s"'

—97.4
) —66
—46

110 22 210 213 35 217 37 313411 56 511 58 pos.

Abb. 3.24. PTT der drei viralen Leserahmen.

Offenheit der viralen Leserahmen gag (A), pro/pol (B) und env (C) wurde im in vitro
Transkriptions/Translations Assay {berpriift. Nummern beziehen sich auf verschiedene Klone. Pfeile
markieren die Volldngenproteine mit 60 kDa fiir Gag, 120 kDa Pro/Pol und 72 kDa fiir Env. Als
Positivkontrolle wurde der Molekularklon p293-PERV-B(33)/ATG verwendet (Czauderna et al., 2000). Die
Molekulargewichte der ORFs wurden mit DNASIS (Hitachi) berechnet.; pos., Positivkontrolle;
Molekulargewichte sind in kDa angegeben.

Nach der Charakterisierung der 3°-flankierenden genomischen Sequenz des Klons pPK15-
PERV-A(58) (siehe 3.2.4.5) wurde mittels PCR {iberpriift, ob die Integrationsorte der drei
A Klone iibereinstimmen. Unter Verwendung des Primers PK32, der im env bindet (8023-

8046 in pPK15-PERV-A(58)), und des Primers F13¢-out-rev, der in der 3‘-flankierenden
chromosomalen Sequenz von pPK15-PERV-A(58) bindet (+75-+54), konnte fiir alle drei A
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Klone das erwartete Amplifikat von 970 bp nachgewiesen werden (Abb. 3.25C). Die
Klone PK15-PERV-A(42), PK15-PERV-A(45) und PK15-PERV-A(58) sind folglich

identisch.

A

_>

42 45 58 42 45 58 42 M 45 58

Abb. 3.25. Restriktionsanalyse und Integrationsnachweis der PK15-PERV-A Klone.
Restriktionsanalyse der Klone pPK15-PERV-A(42), pPK15-PERV-A(45) und pPKI15-PERV-A(58) mit
EcoRl (A) und Hindlll (B). Pfeile markieren Banden in gleicher Hohe. (C) PCR-Integrationsnachweis im
Genom der Zellinie PK15 fiir die drei A Klone unter Verwendung des Primers F13°-out-rev, der spezifisch
auf der 3‘-flankierenden genomischen Sequenz bindet. Das entstehende Amplifikat weist eine Grofie von 970
bp auf. M, Langenstandard (1-kb ladder). Léngen sind in kb angegeben.

3.2.4.2 Genetische Struktur der nativen PERYV Klone aus PK15 Zellen

Die Sequenzierung der nativen Proviren PK15-PERV-A(58) und PK15-PERV-B(213)
ergab, daB3 sie die gleiche genetische Struktur wie die zuvor charakterisierten PERV
Sequenzen aus der humanen Zellinie 293 PERV-PK (Czauderna et al., 2000; Krach et al.,
2001) aufwiesen. Die Klone PK15-PERV-A(58) und PK15-PERV-B(213) sind 8918 bzw.
8763 bp lang. Das gag Gen des A Klons startet bei nt 1153 und ist colinear mit dem
pro/pol ORF (nt 2728-6309). Das Amber Stop-Codon (UAG) an nt Position 2727, das die
beiden Gene voneinander trennt, wird, wie fiir PERV beschrieben (Akiyoshi et al., 1998;
Czauderna et al., 2000), durch eine Glutamin tragende tRNA (tRNAg,) unterdriickt. Das
env Gen iiberlappt partiell mit dem pro/pol Gen und stellt einen neuen Leserahmen dar (nt
6185-8149). PK15-PERV-B(213) zeigt eine dem entsprechende Struktur mit den Genen
gag (nt 1077-2651), pro/pol (nt 2652-6239) und env (nt 6112-8085). Eine schematische
Darstellung der Struktur der beiden Klone und die Positionen wichtiger retroviraler
Sequenzen, wie sie fiir den Molekularklon 293-PERV-B(33) bestimmt wurden (Czauderna
et al., 2000), sind in Abbildung 3.26 angegeben.

Vergleiche der Nukleotid- und der davon abgeleiteten Aminosduresequenz des Klons

PK15-PERV-A(58) mit dem aus der humanen Zellinie 293 PERV-PK isolierten Klon 293-
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PERV-A(42) sowie des Klons PK15-PERV-B(213) mit den Klonen 293-PERV-B(33) und
293-PERV-B(43) ergaben hohe Ubereinstimmungen. Homologien sind in Tabelle 3.3A
und B dargestellt.

5“LTR
540
(as7) 68 5949 (5873)
(689) 5
v_% v 3“LTR
T v 6185 (6112) 8810 (8655)
E 1153 (1077) 2728 (2652) | t o(A)
1 &30 pro/pol | env ot
(63AO) 2727 (2651) 6309 (6239) 8149 (8085)] 3 |R i5|
pBS 8217 8918
706 (633) gar o st8

Abb. 3.26. Struktur der proviralen Sequenzen in den Klonen PK15-PERV-A(58) und
PK15-PERV-B(213).

Provirale Sequenzen von PK15-PERV-A(58) und PK15-PERV-B(213) sind 8918 bzw. 8763 bp lang. Gene
sind als grau hinterlegte Rechtecke dargestellt. Das erste und das letzte Nukleotid der LTR bzw. der Gene
sind angegeben. Die Nummern in Klammern beziehen sich auf Klon PK15-PERV-B(213). Pfeile markieren
den Transkriptionsstartpunkt (cap), die Primerbindestelle (primer binding site, PBS), den Splicedonor (SD)
und Spliceakzeptor (SA) sowie das Polyadenylierungssignal (p(A)). PPT, Polypurintrakt.

Beide nativen Klone zeigen hoch konservierte Aminosduremotive, wie sie fiir C-Typ

Retroviren der Sduger beschrieben worden sind (Akiyoshi et al., 1998; Czauderna et al.,

2000; Tabelle 3.4).

Tab. 3.3. Vergleich der Nukleotid- und Aminosiuresequenzen der PERV LTR, gag,
prol/pol und env ORFs.

A: PK15-PERV-A(58) vs 293-PERV-A(42); B: PK15-PERV-B(213) vs 293-PERV-B(33)
und 293-PERV-B(43).

A Prozent Nukleotid- und Aminosédurehomologie (in Klammern) von
PK15-PERV-A(58) Genen (Proteinen)

Virus LTR Gag Pro/pol Env

293-PERV-A(42) 63,4 95,4 (95,8) 97,2 (97,4) 98,1 (98,3)

B Prozent Nukleotid- und Aminosdurehomologie (in Klammern) von
PK15-PERV-B(214) Genen (Proteinen)

Virus LTR Gag Pro/pol Env

293-PERV-B(33) 79,9 99,4 (99,2) 99,7 (99,6) 99,6 (99,2)

293-PERV-B(43) 99,0 99,5 (99,4) 99,7 (99,3) 99,6 (99,1)

Homologien wurden mit der Sequenzanalyse Software DNASIS (Hitachi) ermittelt.

Das pro/pol Gen von PK15-PERV-B(213) weist im Vergleich zu dem korrespondierenden
Gen von Klon PK15-PERV-A(58) zwei zusétzliche Codons auf (nt 5951-5953 und 6234-

6236) die fiir Arginin bzw. Glutamin kodieren. Der Lingenunterschied der env Gene der
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beiden nativen Klone geht in erster Linie auf die klassenspezifischen Unterschiede zuriick.
Desweiteren wurde eine Insertion von 4 nt in der 5‘-nicht-translatierten Region (5°-UTR)

von Klon PK15-PERV-A(58) gefunden (nt 787-790).

A [ PK-15-PERV-B(213) B — 293-PERV-B(43)
—— PK15-PERV-A(58) 293-PERV-B(33)
PERV-MSL PK15-PERV-B(213) 0.01
293-PERV-A(42) — 293-PERV-A(42)

PK15-PERV-A(58)

{293-PERV-B(43)

293-PERV-B(33)

PERV-MSL

C (293-PERV-B(33)

PK15-PERV-B(213) 0.1

- 203-PERV-B(43)

PERV-MSL
293-PERV-A(42)
“- PK15-PERV-A(58)
Abb. 3.27. Phylogenetische Verwandtschaft von PERYV Proteinen.
Phylogramme basieren auf Vollingen ORFs von Gag (A), Pro/Pol (B) und Env (C) (siehe auch Tab. 3.3). Die

MafBstibe geben relative Distanzen an (0.1 entspricht 10% Divergenz). Phylogramme wurden mit Phylip
3.574c hergestellt (Programme Prodist and Neighbor) (http://evolution.genetics.washington.edu/phylip.html).

Phylogenetische Untersuchungen der abgeleiteten Aminosduresequenzen von Klon PK15-
PERV-A(58) und PK15-PERV-B(213) sowie der korrespondierenden ORFs der zuvor
beschriebenen PERV Sequenzen 293-PERV-B(33), 293-PERV-B(43), 293-PERV-A(42)
und PERV-MSL (PERV-C) (Akiyoschi et al., 1998; Czauderna et al., 2000; Krach et al.,
2001) spiegeln die Verwandtschaft dieser Viren wider (Abb. 3.27). Fiir Gag wurde eine
Gruppierung der aus der 293 Zelle isolierten Klone gefunden, wohingegen das Gag von
PK15-PERV-A(58) ndher bei PERV-MSL steht als bei PK15-PERV-B(213) (3.27A). Die
Pro/Pol Sequenz zeigt eine den PERV Klassen entsprechende Verteilung (3.27B). Der
native Klon PK15-PERV-B(213) ist nahe verwandt mit den Klonen 293-PERV-B(33) und
293-PERV-B(43), wie auch der Tabelle 3.3 zu entnehmen ist. Die beiden A Klone zeigen
jedoch eine hoéhere Divergenz fiir Pro/Pol. Env zeigt die erwartete klassenspezifische
Verteilung (LeTissier et al., 1997), wobei die Klasse B Sequenzen einen Ast des
Stammbaums bilden (3.27C). Die Klone PK15-PERV-A(58) und 293-PERV-A(42) liegen
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dagegen fiir Env nahe bei PERV-MSL. PERV-MSL zeigt fiir alle drei ORFs eine generelle
Nihe zu PK15-PERV-A(58).

Die Sequenzen der nativen PERV PK15-PERV-A(58) und PK15-PERV-B(213) sind unter
den Nr. AJ293656 und AJ293657 in der Genbank abgelegt worden.

3.2.4.3 Genetische Merkmale der PERV LTRs

Im Gegensatz zu der genetischen Struktur der viralen ORFs wurden gro3ere Unterschiede
zwischen den LTRs der Klone PK15-PERV-A(58) und PK15-PERV-B(213) gefunden.
Eine schematische Darstellung der Struktur der beiden LTRs ist in Abbildung 3.28
wiedergegeben. An die U3 Region der LTR von PK15-PERV-A(58) (nt 1-541) schlief3t
sich die R Region (bis nt 620) und bis zum Ende der LTR (nt 702) die U5 Region an. Die
LTR des Klons PK15-PERV-B(213) ist 630 nt lang und weist die gleiche Struktur, mit U3
(nt 1-469), R (bis nt 548) und U5 (bis nt 630), auf. Die LTRs beider proviraler PERV
werden durch die invertierte Wiederholungssequenz TGAAAGG/CCTTTCA begrenzt, wie
es fir die zuvor aus der humanen Zellinie 293 isolierten PERV Sequenzen beschrieben
worden ist (Czauderna et al., 2000). Fiir den Klon PK15-PERV-B(213) wurde desweiteren
in der U3 Region eine Kassette mit 39-bp Wiederholungen gefunden, die jeweils aus einer
21 bp und einer 18 bp Untereinheit bestehen. Die Kassette dieses Klons beinhaltet zwei
solcher 39-bp Wiederholungen (nt 331-408) mit einer 5° gelegenen zusétzlichen 18-bp
Untereinheit. Die LTR von PK15-PERV-B(213) entspricht somit der LTR des Klons 293-
PERV-B(43), wie es auch der Tabelle 3.3 zu entnehmen ist.

PK15-PERV-A(58) u3 . R Us
1 417 437 463 480 541 620 702

PK15-PERV-B(213) u3 R us
1 331 408 469 548 630

Abb. 3.28. Schematische Struktur der 5‘-LTR von PKI15-PERV-A(58) und PK15-
PERV-B(213).

Die LTRs sind 707 bp (PK15-PERV-A(58)) and 630bp (PK15-PERV-B(213)) lang. Die Wiederholungen,
bestehend aus 18-bp und 21-bp Untereinheiten, sind als schwarze bzw. graue Rechtecke dargestellt.

Die LTR von PKI15-PERV-A(58) beinhaltet eine 21-bp sowie eine 18-bp Untereinheit,
wobei beide, im Vergleich zu den Untereinheiten von PKI15-PERV-B(213) einen

Nukleotidaustausch aufweisen. Im Gegensatz zu PK15-PERV-B(213) liegen die beiden
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Untereinheiten allerdings voneinander getrennt in der U3 Region vor (nt 417-437 und nt
463-480). Der Vergleich dieser LTR mit der LTR des Klasse A Klons 293-PERV-A(42)
ergab eine Homologie von 63,4% (Tabelle 3.3).

3.244 Verinderung der LTR nach Passagierung von PERYV in Zellkultur

Eine Untersuchung der proviralen LTRs der PERV Molekularklone 293-PERV-B(33),
293-PERV-B(43) und 293-PERV-A(42) ca. vier Wochen nach Transfektion in humane
Zellen ergab, da3 die LTRs in der Anzahl der 39-bp Wiederholung variieren (Scheef et al.,
im Druck). Daher wurde untersucht, ob und in welcher Art die LTR des Klons PK15-
PERV-A(58) ebenfalls derartige Verdnderungen nach serieller Passagierung des

Virusklons in Zellkultur aufweist.

800
600

—»>
—> 400

1 2 3

Abb. 3.29. PCR Amplifikation der 5°-LTR des Klons PKI15-PERV-A(58) nach
serieller Kultivierung auf 293 Zellen.

(1) Amplifikat auf genomischer DNA von transfizierten HeLa Zellen nach serieller Kultivierung; (2)
Amplifikat auf Plasmid DNA des Klons PK15-PERV-A(58); (3) Wasserkontrolle. Gréfen sind in bp
angegeben.

PCR Analysen mit Primern spezifisch fiir die 5°‘-LTR (PERV-5‘-LTR-for vs PERV-PBS-
rev) auf genomischer DNA von mit diesem PERV Klon transfizierten HeLa Zellen fiihrten
zu zwei Banden, eine bei etwa 730 bp und eine bei ca. 500 bp (Abb. 3.29). Die
Subklonierung der Banden und deren anschlieBende Sequenzierung ergab, dafl die hohere
Bande der originalen LTR entspricht (siche Abb. 3.28). Die niedrigere Bande entspricht
der LTR von PK15-PERV-A(58), wobei allerdings neben zahlreichen Deletionen in der U3
Region sowohl die 21- als auch die 18-bp Wiederholung fehlen. Die R Region sowie die
U5 weisen nur einige Punktmutationen auf. In Abbildung 3.30 sind die Sequenzen der

originalen LTR und der LTR, wie sie nach serieller Kultivierung des Klons PK15-PERV-
A(58) gefunden wurden, gegeniibergestellt.
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Tab. 3.4. Hochkonservierte Aminosiduremotive der C-Typ Retroviren der Siuger in den Proviren PK15-PERV-A(58) und

PK15-PERV-B(213).

Protein

Konsensussequenz

PERY Sequenz

Nukleotidposition

N-Terminus von Gag

Asn.l—Metl—Glyz—Gln3—Thr41

Identisch

1153-1165; 1077-1089

N-Terminus von p30

Prolin®

Identisch

1735-.1737; 1659-1661

C-Terminus von p30

Thr-Lys-X-Leu

Thr-Lys-Ile-Leu’

2501-2513; 2425-2437

Cys-His Box in p10

Cys-Xaa2-Cys-Xaa4-His-Xaa4-Cys’

Identisch

2630-2672; 2554-2596

Aspartylprotease

Leu-Leu/Val-Asp-Thr-Gly-Ala-Asp-Lys’

Leu-Val-Asp-Thr-Gly-Ala-Glu/Lys-His®

2724-2747; 2800-2823

RNA-abhingige Polymerase (RT)

Tyr-X-Asp-Asp (YXDD)’

Tyr-Val-Aap-Asp (YVDD)

3597-3609; 3521-3533

Spaltstelle gp70/p15E

Arg/Lys-X-Lys-Arg®

Arg-Pro-Lys-Arg

7560-7572; 7478-7490

Die nt Positionen retroviraler Konsensussequenzen sind angegeben flir PK15-PERV-A(58) und PERV-B(213).

FuBnoten:

'Motiv in MoMLV (Shinnick ez al., 1981) und PERV-MSL (Akiyoshi et al., 1998); *(Oroszlan ef al., 1981); “identisch in BaEV,
GaLV und KoRYV; 4(Green et al., 1989; Meric et al., 1989); S(Cofﬁn, 1996); %n PK15-PERV-A(58) ist die siebte Aminosdure ein
Lysin; '(Xiong et al., 1990); %(Le Tissier et al., 1997; Akiyoshi et al., 1998). Datenbank Nr. siche 2.8.20.
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1
Plasmid TGAAAGGATGAAAAT GCAACCT AACT CTCCCAGAACCCAGGAAGT TAATAAGAAG
nach Kultur TGAAAGGATGAAAAT GCAACCTAACCCT CCCAGAACCCAGGAAGT TAATAAAAAG

CTCTAAATGCCCTCGAAATCCAGACCCTGI TCCCT- - - - - - - - ATAGGTAAAAGA
CTCTAAATGCCCCCGAATTCCAGACCCT GCCTGGECTGCCAGT AAATAGGTAGAAGG

TCATACTTTTTGCTGITTTAGGECTTGCTTTCTGCTCTGTACAAAACTTTGT GGA
TCACACTTCCTATTGI TCCAGGECCTGCTATC - - - CTGECCTAA- - - - - GI--A

AGGGGAAAAACAGGOCCCT GAGTATGT GOCT CTATGCTTGAAACT TCTTGAAACT
AG- - - - ATAACAGGA- - - - - A-- ATGAG - - - - - - - - TTGA === -mmmmm--

GCTCCTAACTGCTTGITTGECTTCTGIAAACCT G- CTTGCATAAGATAAAAAGAG
- - - - CTAATCGCTTATCTGGATTCTGTAAAACTGACTGGCACE- - ATA-------

GAGAAGT CAATTGCCT AACGGACCCCAGT AAGAT CGGGCGT GCCACAAAATGTTG
- GAAG -AATTG - -------mmmn- GITA- - -----mmm-- CACA:- - - - - TTG

AAAATCCTGATAAATATATCTTGGT GACAATAT GT CTCOCCCACCCAGAGACAGG
ACAGOCCT- - - = A== === - - = - GTGACC- TA-- TCTC- - - - - - - - A-- - ACTG

CACAAACAT GTAACT CCAGAACAACT TAAAAT TAAT T GGTICCACAAAGCGCGEREC
- - CAATG TGTCACTG - - === === === o= = e oo - TG -CC- CA-- G - - GAGC

TCTCGAAGTTTTGAATTGACTGGTTTGCGATATTTTAAAAATGATTAGTITTGTAA
CCACGOAGATGCG ---GACC----TCCG f---==------ G - - AGQTTGTGA
542
AAGCGCGGEGCTTTGT TGTGAACCCHATAAAAGCT GTCCCGACT CCACACTCGGEG
C- GCACAGGCTTTGTTGTGAACCCOATAAAAGCT GTCCCGATTCCGCACTCGGCEG

CCGCAGT CCTCTACCCCT GCGT GECGT ACGACT GT GGECCCCAGCGCGCT CGGAA
CCGCGGTCCTCTACCCCT GCGT GGT GTACGACT GT GGECCCCAGCGCGCTTGGAA
621

TAAAAATCCTCTTGCTGI TTGCATCAAGACCGCTTCTCGTGAGTGATTTGEEGT G

TAAAAATCCTCTTGCTGI TTGCATCAAGACCGCTTCTTGTGAGTGATTTGEEGT G
702

TCGCCTCTTCCGAGT CAGGACGAGAGCGATTTTAACTCGACTGGECCTTTCA

TCGCCTCTTCCGAGCCCGGACGAGCECCGATTGI TCTTTTACTGGCCTTTCA

Abb. 3.30. Verinderung der LTR von PKI15-PERV-A(58) nach serieller

Viruskultivierung in Zellkultur.

Sequenzvergleich der plasmiddren LTR mit der LTR, wie sie nach Kultur von PK15-PERV-A(58) auf HeLa
Zellen gefunden wurde. Die R Region ist hellgrau hinterlegt. Offene Rechtecke markieren die 21-bp und die
18-bp Wiederholung sowie die putative TATA-Box. Zahlen geben das erste nt der US, das erste nt der R
sowie das erste und letzte nt der U3 Region der plasmidédren LTR an.

3.24.5 Charakterisierung der flankierenden genomischen Sequenzen

Zur Charakterisierung der flankierenden genomischen Sequenzen am Integrationsort der
beiden proviralen nativen PERV mufliten die Sequenzen derart pripariert werden, dal3
Fragmente entstanden, die jeweils nur die 5°- oder 3°-LTR mit den angrenzenden
genomischen Abschnitten enthielten. Restriktionen von pPK15-PERV-A(58) und pPK15-
PERV-B(213) mit dem Enzym AfI/II, das nur einmal in der Sequenz von PERV und nicht
im Vektor schneidet, ergaben ein Bandenmuster, wie es in Abbildung 3.31 gezeigt ist. Eine
schematische Darstellung des Ansatzes und der Restriktionsprodukte ist in Abbildung 3.32
wiedergegeben. Da Af/II in der Sequenz von pPKI15-PERV-A(58) und pPK15-PERV-
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B(213) nur an nt Position 6254 bzw. 6181 schneidet und nicht im Vektor, konnen die 3 kb
Fragmente (Abb. 3.31) nur durch eine weitere Af/Il Schnittstelle etwa 400 nt stromabwérts
der 3’-LTR entstanden sein. Diese Fragmente enthalten folglich neben der 3’-LTR auch
die 3’-flankierende genomische Sequenz. Die Fragmente bei ca. 24 kb (Abb. 3.31)
bestehen neben pBS aus den 5’-flankierenden genomischen Sequenzen der Proviren bis zur

AfIII Schnittstelle und dem Rest der 3’-flankierenden genomischen Sequenz bis zum

Vektor (siche Abb. 3.32).

23,1
94
5,1
3,05
2,0

1 2 3 4

Abb. 3.31. AIfII Restriktion von pPK15-PERV-A(58) und pPK15-PERV-B(213).

Die Restriktion der beiden Klone ergab ein Fragment mit ca. 24 kb, das die 5’-LTR sowie die 5’-flankierende
genomische Sequenz und pBS enthilt, und ein Fragment mit ca. 3 kb, das die 3’-LTR inklusive der 3’-
flankierenden genomischen Sequenz enthélt (siehe Text). (2) PK15-PERV-A(58), (3) PK15-PERV-B(213);
Spuren 1 und 4, Langenstandards A-Hindlll und kb-ladder. GroBen sind in kb angegeben.

Die Selbstligation der 24 kb Fragmente ergab die Konstrukte pBS/PERV(58)/5’Flanke
bzw. pBS/PERV(213)/5’Flanke. Nach dem Auffiillen der Schnittstellen der 3 kb
Fragmente wurden sie in den mit Smal restringierten Vektor pVL1392 (Novagen)
subkloniert und fiihrten so zu den Konstrukten pVL1392/PERV(58)/3’Flanke bzw.
pVLI1392/PERV(58)/3’Flanke. Diese Konstrukte wurden verwendet, um die flankierenden
genomischen Sequenzen zu bestimmen. Wihrend dieser Ansatz fiir Klon PK15-PERV-
B(213) fiir beide flankierende Sequenzen erfolgreich war, konnte fiir Klon PK15-PERV-
A(58) nur die 3’-flankierende Sequenz ermittelt werden. Die Sequenzierung der 5°-
flankierenden Region ergab, dal die LTR stromaufwirts von nt 103 in den T7
Klonierungsbereich (multiple cloning site, MCS) des A-Phagen (37 nt, von X#%ol bis Notl)
und anschlieBend in die MCS des Vektors pBlueScript iiberging (nicht gezeigt). Sie ist
somit klonierungsbedingt trunkiert.

Die Integration von Retroviren in das Genom der Wirtszelle fiihrt zur Duplikation einer
kurzen Sequenz der Integrationsstelle, die zwischen 4-6 bp lang sein kann und als direkte

Wiederholungssequenz das Provirus flankiert (Brown, 1997). Fiir PK15-PERV-B(213)
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wurde eine direkte Wiederholungssequenz von vier nt mit der Sequenz 5’-GGAG-3’
gefunden. Mit Bezug auf die vier nt umfassende direkte Wiederholung des B Klons ergab
sich fiir den Klon PK15-PERV-A(58), abgeleitet von der 3’-flankierenden Sequenz, die
Wiederholungssequenz 5°-GGAT-3".

6254 (6181)
Afll
pBS V; A{I/II pBS
[ gag pro/pol env '
— genom. ' | | ! genom.
Flanke Flanke
Restriktionsverdau
mit Afill
pBS pBS
[ Afll { 24 kbp
L 999 pro/pol LAy Fragment
5‘-Flanke

o Afl 3 kbp
Selbstligation env |7 Afll Fragment

!

3‘-Flanke
Fill-in Reaktion, Ligation
in blunt-end Vektor

Abb. 3.32. Schematische Darstellung der Analyse der genomischen Flanke von PK15-
PERV-A(58) und PK15-PERV-B(213).

Die zirkuldre Struktur der pPK15-PERV-Sequenzen ist hier linear dargestellt. Die Zahl tiber der AfIII
Schnittstelle innerhalb der PERV Sequenz gibt die nt Position fiir PK15-PERV-A(58) (in Klammern fiir
PK15-PERV-B(213)) an. Desweiteren ist die putative Af/II Schnittstelle in der 3°-flankierenden genomischen
Sequenz angegeben. (Erlauterung siche Text).

Die Sequenz des 3’-flankierenden Bereichs von Klon PK15-PERV-A(58) ist in der
Genbank unter der Nr. AJ291758 sowie die 5’- und 3’-flankierende Sequenz des Klons
PK15-PERV-B(213) unter AJ291859 und AJ291860 abgelegt.

Eine vorldufige Analyse der Flankensequenzen ergab fiir beide Klone Ubereinstimmungen

mit Sequenzen aus dem Bereich des Schweine-Leukozyten-Antigens (SLA; nicht gezeigt).
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3.2.4.6 Integration der nativen PERYV in verschiedenen Schweinerassen

Mittels Primerpaaren, die zum einen im env von PERV und zum anderen in der 3°‘-
flankierenden genomischen Sequenz binden, erfolgte in einem nested PCR Ansatz eine
erste Uberpriifung, ob die beiden nativen proviralen PERV in das Genom unterschiedlicher
Schweinerassen integriert sind. Dabei wurde fiir PK15-PERV-A(58) ein semi-nested
Ansatz (I. Runde: PK30 vs FI3‘-out-rev; II. Runde: PK32 vs FI3‘-out-rev) und fiir PK15-
PERV-B(213) ein nested Ansatz (I. Runde: PK30 vs 213-3-revIl; II. Runde: PK32 vs 213-
3¢-rev) gewdhlt. Das Ergebnis dieser PCR auf genomischer DNA eines Miniaturschweins,
zwei Mikro Pigs und zwei Deutsche Landrasse Schweinen ist in Abbildung 3.33
dargestellt. In allen untersuchten Schweinen konnten die Proviren PK15-PERV-A(58) und
PK15-PERV-B(213) nachgewiesen werden. Die Bande in der Wasserkontrolle der ersten
Runde von PK15-PERV-A(58), die in der zweiten Runde positiv ausfiel (Abb. 3.33, Gel I
B, Spur 8), ist durch falsches Pipettieren zu erkldren. Wenn es sich um eine Kontamination
des Wassers mit dem Klon PKI15-PERV-A(58) gehandelt hitte, sollte man davon
ausgehen, daf3 die resultierende Bande in der 2. Runde der PCR die Stérke der Signale auf

genomischer DNA zeigen wiirde.

3.2.5 Untersuchung der PERV Expression und Replikation

Im AnschluB3 an die Analyse der genomischen Struktur der nativen, proviralen Sequenzen
wurden Untersuchungen in der Zellkultur durchgefiihrt, um die Funktionalitdt der beiden
Klone PK15-PERV-A(58) und PK15-PERV-B(213) zu iiberpriifen.

Versuche, die im Vorfeld dieser Arbeit mit PERV Molekularklonen aus der humanen
Zellinie 293 PERV-PK durchgefiihrt wurden (Czauderna et al., 2000) sowie neuere
Publikationen (Takeuchi et al., 1998) haben gezeigt, daBl verschiedene Zellinien
suszeptibel fiir die Infektion mit PERV sind. Fiir die Funktionalititsuntersuchungen der
nativen PERV Klone wurden die Katzenzellinie PG-4, die Hundezellinie D17 sowie die
beiden humanen Zellinien HeLa und 293 aus der Liste der suszeptiblen Zellinien
ausgewdhlt und mit zellfreien Kulturiiberstinden inkubiert, die von mit PERV DNA

transfizierten oder mit PERV infizierten Zellen stammten.
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3.2.5.1 Integrationsnachweis nach Infektion mit PERV

Die Integration des viralen Genoms in das Genom der Wirtszelle stellt einen
entscheidenden Abschnitt im Lebenszyklus der Retroviren dar. Daher wurde nach
Infektion der verschiedenen Zellinien mit Uberstéinden, die Viruspartikel der Klone PK15-
PERV-A(58) bzw. PK15-PERV-B(213) enthielten, {iberpriift, ob in genomischer DNA die
Integration viraler DNA nachgewiesen werden kann. Mit Primern, die spezifisch in der
pro/pol Region von PERV binden (PK1 vs PK6 und PK2 vs PKS5, Czaudern et al., 2000)
konnte in allen getesteten Zellinien das erwartete Amplifikat von 753 bp nachgewiesen

werden (Abb. 3.34).

A1 2 3 4506 78 2 3 456 738

—

12 3456 7 8 910 12 34 56 78 910

Abb. 3.33. Integration der Proviren PK15-PERV-A(58) und PK15-PERV-B(213) im

Genom verschiedener Schweinerassen.

In der nested PCR wurde genomische DNA eines Miniaturschweins (Spur 1), zwei Mikro Pigs (Spuren 2 und
3), zwei Deutsche Landrasse Schweine (Spuren 4 und 5) sowie genomische DNA aus der porcinen
Nierenzellinie PK15 (Spur 6) eingesetzt. Als Positivkontrolle wurde Plasmid DNA des jeweiligen Klons
verwendet (Spur 7). Spur 8, Wasserkontrolle; Spuren 9 und 10, Positiv- und die Wasserkontrolle des nested
Ansatzes. I, PK15-PERV-(58); II, PK15-PERV-B(213). A, 1. Runde der PCR; B, 2. Runde der PCR. Pfeile
markieren die Amplifikate der beiden Runden mit 1011 bp fiir beide Klone in der ersten bzw. 965 bp fiir
PK15-PERV-A(58) und 887 bp fir PK15-PERV-B(213) in der zweiten Runde. Léngenstandards, Smart
ladder (Eurogentec), kb-ladder. Langen sind in bp angegeben.

3.2.5.2 Expression von PERV Proteinen nach Infektion

Zur Untersuchung der produktiven Infektion der Zellinien mit PK15-PERV-A(58) und
PK15-PERV-B(213) wurde die Expression viraler Proteine iiberpiift. Unter Verwendung
des Gag plO Antiserums konnte auf allen getesteten Zellinien, wenn auch in
unterschiedlichen Intensititen (nicht gezeigt), die Expression des PERV Nukleokapsids
nachgewiesen werden. In Abbildung 3.35 ist die indirekte IF-Analyse in mit PK15-PERV-
A(58) und PK15-PERV-B(213) infizierten 293 Zellen exemplarisch dargestellt.
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PK15-PERV-A(58) PK15-PERV-B(213)

1000
800

600

293 HeLa D17 PG4 | 293 HeLa D17 PG4 H,0

Abb. 3.34. Integrationsnachweis der viralen DNA nach Infektion mit PK15-PERV-
A(58) und PK15-PERV-B(213).

Mittels PCR wurde in genomischer DNA ein Fragment der pro/pol Region von PERV (753 bp) amplifiziert.
Der Pfeil markiert das erwartete Fragment. Langenstandard, Smart ladder (Eurogentec). Langen sind in bp
angegeben.

Abb. 3.35. Expression von PERV Gag p10 nach Infektion mit PK15-PERV-A(58) und
PK15-PERV-B(213).

293 Zellen wurden mit zellfreiem, PERV-haltigem Uberstand transfizierter Zellen infiziert. A: PK15-PERV-
A(58), B: PK15-PERV-B(213). Die Inkubation erfolgte mit dem PERV Gag p10 Antiserum. Vergroferung
400x.

3.2.5.3 Nachweis von RT Aktivitit im Uberstand infizierter Zellen

Da die Expression von viralen Proteinen nicht direkt korreliert sein muf3 mit der
Virusfreisetzung, wurde die Anwesenheit von infektiosen und replikationskompetenten
PERV Partikeln im Uberstand der infizierten Zellen iiberpriift. Fiir beide nativen Klone
konnte der Nachweis von partikelgebundener RT Aktivitdt erbracht werden (Abb. 3.36).
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Zellfreier Kulturiiberstand von D17, PG-4, HelLa und 293 Zellen, die mit PERV von 293
bzw. HeLa Zellen, die ihrerseits mit den Molekularklonen PK15-PERV-A(58) bzw. PK15-
PERV-B(213) transfiziert bzw. infiziert worden waren, wurde bis zu 48 Tage p.i

untersucht.

mU/ml 8

7 13 20 26 33 40 48
Davs p.i.

ED17 EPG-4 HHeLa [1293

mU/ml

8_
6_
4_
2_
077743 "20 26 33 40 48

Davs p.i.
|ID17 EPG-4 HHelLa n293|

Abb. 3.36. Replikation von PK15-PERV-A(58) und PK15-PERV-B(213).

RT Aktivitdt in zellfreiem Zellkulturiiberstand von mit PK15-PERV-A(58) (A) und PK15-PERV-B(213) (B)
infizierten Zellen. Die Zellinien 293, HeLa, D17 und PG-4 wurden bis zu 48 Tage p.i. untersucht. MoMLV
RT wurde als Standard verwendet.

Fiir den Klon PK15-PERV-A(58) konnten Aktivititen mit einer Spanne von 2-15 mU/ml
auf unterschiedlichen Zellinien nachgewiesen werden (Abb. 3.36A). Fiir 293 Zellen, die
mit virushaltigem Zellkulturiiberstand von mit PERV DNA transfizierten 293 Zellen
infiziert worden waren, wurde 40 Tage p.i. ein Wert von 15 mU/ml gemessen. PG-4 und
D17 Zellen, die mit dem gleichen virushaltigen Zellkulturiiberstand infiziert worden
waren, wiesen 48 Tage p.i.. Werte von 3 mU/ml auf, wohingegen fiir HeLa Zellen zu

diesem Zeitpunkt eine Aktivitit von 10 mU/ml gemessen wurde. Die zur Infektion mit
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PK15-PERV-A(58) eingesetzten virushaltigen Zellkulturiiberstinde zeigten RT-Werte von
1-2 mU/ml (nicht gezeigt).

|

Abb. 3.37. Elektronenmikroskopische Struktur nativer PERV.

Ultradiinnschnitte von mit PK15-PERV-A(58) infizierten 293 Zellen. Dargestellt ist ein Partikel wéhrend der
Freisetzung (A), ein reifes Virus (B) sowie Viren wihrend der Infektion bei der Rezeptor-vermittelten
Endozytose (C) und innerhalb eines Vesikels (D). Malstidbe entsprechen 400 nm.

Fiir PK15-PERV-B(213) wurde auf 293 Zellen eine transiente RT Aktivitdt von bis zu 4
mU/ml am Tag 20 p.i. gemessen (Abb. 3.36B). Die Infektion erfolgte mit virushaltigem
Kulturiiberstand von HeLa Zellen, die ihrerseits mit Uberstand von mit PERV DNA
transfizierten 293 Zellen infiziert worden waren. Der Zellkulturiiberstand von HeLLa Zellen,
fir die Infektion von 293 Zellen verwendet wurden, wies selbst Werte von 2 bis 4 mU/ml
bis Tag 48 p.i. auf. PG-4 und D17 Zellen wurden mit virushaltigem Zellkulturiiberstand
von mit PERV DNA transfizierten 293 Zellen infiziert, der eine Aktivitdt von 4 mU/ml
zeigte. Fiir die infizierten PG-4 und D17 Zellen wurden RT-Werte von unter 1 mU/ml

gemessen.

3.2.6 Morphologie nativer PERV

Zur Uberpriifung, ob die nativen PERV C-Typ Morphologie aufwiesen und zur weiteren

Kontrolle, ob Viruspartikel aus mit nativen PERV infizierten Zellen freigesetzt wurden,



Ergebnisse 84

wurden TM-EM Aufnahmen angefertigt. In Abbildung 3.37 sind unterschiedliche Stadien
der viralen Infektion von 293 Zellen exemplarisch fiir den Molekularklon PK15-PERV-
A(58) dargestellt. Die Aufnahmen zeigen PERV Partikel mit einem Durchmesser von ca.
110 nm, wie sie zuvor (Czauderna et al., 2000) beschrieben worden sind. Zu erkennen ist
ein Partikel wiahrend der Freisetzung (Abb. 3.37A), der den noch nicht kollabierten Kern
eines unreifen C-Typ Retrovirus zeigt (Frank, 1987), ein reifer Patikel mit
elektronendichtem Kern (Abb. 3.37B) sowie ein Virus im Stadium der Rezeptor-
vermittelten Endozytose (Abb. 3.37C) und ein Virus innerhalb eines Vesikels (Abb.
3.37D).
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4. Diskussion
4.1 Immunologische Detektion von PERV
4.1.1 Expression von rekombinanten PERV Proteinen

Das Baculovirus Expressions System (BVES) ist zur Expression einer Vielzahl von
heterologen Proteinen verwendet worden, wobei es unter anderem hilfreich bei der
Untersuchung von posttranslationalen Modifikationen wie Abspaltung der Signalsequenz,
proteolytische Spaltung sowie O- und N-Glykosylierung ist (O’Reilley et al., 1994).

Unter diesen Aspekten und weil es sich um ein eukaryotisches Expressionssystem handelt,

wurde das BVES fiir die Expression des Gag und des Env Proteins von PERV verwendet.

4.1.1.1 Expression von PERV Gag, Env A und Env B

Sowohl fiir das Konstrukt Bac-PERV-G, das nur die Sequenz des gag Gens enthilt, als
auch fiir Bac-PERV-GPP, das neben gag die Information fiir die virale Protease beinhaltet,
konnte die Expression in Insektenzellen nachgewiesen werden (Abb. 3.1A und B; 3.2A). In
der Coomassie G 250 gefarbten SDS-PAGE wurden fiir Gag zwei Banden mit Gréf3en von
65 und 60 kDa gefunden, wobei nur fiir die obere Bande in Westernblotanalysen das
Vorhandensein des S-Tags nachgewiesen werden konnte (Abb. 3.2A). Diese Bande
entspricht dem Gag Polyprotein. Die Bande bei 60 kDa stellt vermutlich ein Abbauprodukt
dar. Die von der Nukleotidsequenz abgeleitete Groe des Gag liegt bei etwa 57 kDa. Das
groBBere Molekulargewicht rithrt von den Tag-Sequenzen her (Abb. 3.4), die ca. 7 kDa
ausmachen.

Die Uberpriifung des Konstruktes Bac-PERV-GPP in der Coomassie G 250 gefirbten
SDS-PAGE ergab, dal} die virale Protease das Vorlduferprotein so spaltet, wie es fiir das
Gag von MLV beschrieben worden ist (Dickson ef al., 1984). Neben dem Gag Polyprotein
mit 60 kDa ist ein Intermediat mit ca. 40 kDa, das aus dem Kapsidprotein (30 kDa) und
dem Nukleokapsid (10 kDa) besteht, sowie ein Intermediat mit ca. 25 kDa, welches aus
dem Matrixprotein (p15) mit 15 kDa und dem pp12 besteht, zu finden (Abb. 3.1B). Aus
dem 40 kDa Intermediat wird anschlieBend das reife Kapsidprotein und das Nukleokapsid

freigesetzt (vergleiche 4.1.2.1). Korrespondierende Proteine zu dem fiir MLV
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beschriebenen p15 und pp12 (Dickson et al., 1984) sind in PERV noch nicht nachgewiesen
worden. Es lassen sich jedoch proteinspezifische Sequenzmotive, wie sie im pl5 von
MoMLYV zu finden sind (Yuan et al., 2000), im Gag von PERV nachweisen (nicht gezeigt).
Wie fiir Bac-PERV-G konnte auch fiir die Konstrukte Bac-PERV-E(A) und Bac-PERV-
E(B) Expression in Insektenzellen gezeigt werden (Abb. 3.1C und D; Abb. 3.2B und C). In
Coomassie G 250 gefarbten SDS-PAGE wurden mehrere Banden gefunden, die mit dem
Env Vorlduferprotein oder Spaltprodukten in Verbindung gebracht werden kdnnen (Abb.
3.1C und D). Ebenfalls wie fiir Gag, wurde in einer anschlieBenden Uberpriifung im
Westernblot fiir die Env Konstrukte jeweils nur eine Bande gefunden, die mit dem S-Tag
Antikorper reagierte und eine Grofle von ca. 72 kDa aufwies (Abb. 3.2B und C). Diese
Bande entspricht dem Env Vorldufermolekiil, das, abgeleitet von der Nukleotidsequenz,
ein Gewicht von etwa 70 kDa aufweist. Wie im Falle von Gag riihrt das groBere
Molekulargewicht von den Tag-Sequenzen her. Es wurde keine Proteinbande, die einer
potentiell glykosylierten Form des Env entspricht, wie sie fiir MLV mit 80 kDa (gp80)
(Dickson et al., 1984) und fiir die Expression des Oberflichenmolekiils von HERV-K in
Insektenzellen beschrieben worden ist (Tonjes et al., 1997), gefunden. Bedingt durch die
Klonierung des Expressionskonstruktes mit His- und S-Tag Sequenzen stromaufwirts des
heterologen Gens (Abb. 3.4), konnte die in der env Sequenz enthaltene Signalsequenz
keine Bindung an das endoplasmatische Retikulum (ER) vermitteln, so dal} eine
Glykosylierung nicht stattfand. Mit dem Verbleib des Proteins im Zytoplasma ist auch zu
erklaren, dal das Env Vorldufermolekiil nicht in den Oberflichenanteil (SU) und den
transmembranen Anteil (TM) gespalten wird. Hinzu kommt, dal3 berichtet wurde, dal3
Insektenzellen fiir die Serinprotease (Furin), die fiir die Spaltung des Env im ER

verantwortlich gemacht wird, defizient sind (Morikawa et al., 1993; Einfeld, 1996).

4.1.1.2 Aufreinigung rekombinanter PERV Proteine

Mit den in den Konstrukten Bac-PERV-G sowie Bac-PERV-E(A) und Bac-PERV-E(B)
enthaltenen Tags (Abb. 3.4) sollten die rekombinant exprimierten Proteine zur
Immunisierung von Kaninchen isoliert und aufgereinigt werden.

Die Aufreinigung fiihrte, wie in Abb. 3.5 exemplarisch fiir das Env der Klasse A
dargestellt, unter Verwendung der beiden Tags in unterschiedlichen MaBlen zur Elution von

rekombinantem Protein. Die Uberfithrung dieser Proteine in einen Puffer, der geeignet war,
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um Kaninchen zu immunisieren, brachte jedoch den Verlust der Proteine mit sich (nicht
gezeigt).

Die Tatsache, daf3 die Tags sowohl zur immunologischen Detektion (Abb. 3.2 und 3.3) als
auch zur Aufreinigung der rekombinanten Proteine verwendet werden konnten (Abb. 3.5),
zeigt, daf} sie funktional sind. Die Moglichkeit, da3 es sich bei dem Verlust der Proteine
wéhrend des Umpufferns um ein Mengenproblem handelt, wurde durch grof3ere
Expressionsansitze (bis zu 6x10° Zellen) ausgeschlossen (nicht gezeigt). Bei der
Umpufferung wurde sowohl auf ,klassische® Methoden wie Trichloressigsdure (TCA)-
Féllung und Dialyse als auch auf Spin-Columns zuriickgegriften, die jedoch alle, wie oben
beschrieben, nicht den gewiinschten Erfolg mit sich brachten.

Letztlich kann nicht gesagt werden, warum sich weder das Gag Protein noch das
Hiillprotein der beiden Klassen von PERV aufreinigen lieBen. Nichtsdestotrotz konnten die
Insektenzellen, die die rekombinanten Proteine exprimierten, als Positivkontrolle fiir die

gegen PERV Peptide hergestellten Antiseren eingesetzt werden.
4.1.2 PERV-spezifische Peptidantiseren

In der Literatur wurde die Entwicklung eines Westernblot Assays zum Nachweis von
PERV beschrieben, der auf kreuzreaktiven, gegen simiane C-Typ Retroviren gerichteten
Antikdrpern basiert (Matthews et al., 1999). Das Ziel dieses Teils der vorliegenden Arbeit
bestand in der Herstellung von immunologischen Werkzeugen, die spezifisch gegen PERV
gerichtet sind und zur Uberpriifung von potentiellen PERV-Infektionen vor und nach einer

Xenotransplantation verwendet werden kdnnen.
4.1.2.1 Antiseren gerichtet gegen PERV Gag und Env

Aus der Uberpriifung der gegen PERV Gag gerichteten Peptidantiseren (Tab. 3.1) gingen
nur das p30b Antiserum, gerichtet gegen das Kapsidprotein, und das pl0 Antiserum,
gerichtet gegen das Nukleokapsid von PERV, als funktional hervor. Das Antiserum p30a
zeigte ebenfalls Immunreaktion mit PERV Gag, wies allerdings in IF-Analysen eine starke
Hintergrundreaktion mit nicht infizierten 293 Zellen auf, so da keine Unterscheidung
zwischen Gag Expression und Kreuzreaktion moglich war (Abb. 3.7E).

Unter Verwendung der Peptidantiseren p30b und pl10 konnte mit aufgereinigten PERV

Partikeln sowohl das Gag Polyprotein als auch die intermedidre Form und die jeweiligen
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Endprodukte der proteolytischen Spaltung des Gag, das Kapsidprotein und das
Nukleokapsid, nachgewiesen werden (Abb. 3.9, Spur 1 und 3.10, Spur 2).

Dal3 das 25 kDa Intermediat, wie es in der Coomassie G 250 gefarbten SDS-PAGE
nachzuweisen war (Abb. 3.1B), mit den Gag Peptidantiseren nicht detektiert werden
konnte, beruht auf deren Spezifitit fiir das Kapsidprotein bzw. Nukleokapsid, wodurch sich
das 40 kDa Intermediat mit beiden Antisern darstellen lief3.

Der Nachweis dieser intermedidren Form und des Polyproteins mit dem p10 und p30b
Antiserum in der Virusprédparation ist auf unreife Partikel zurlickzufithren. Wie fiir MLV
beschrieben, bendtigt die Umwandlung von unreifen Viruspartikeln in die reife C-Typ
Struktur bis zu 3 h bei 37°C in zellfreiem Medium und ein Teil der freigesetzten Viren
machen den Reifungsprozel nie durch. Untersuchungen von unreifen MLV Partikeln
weisen darauf hin, dal} sie defizient fiir die virale Protease sind (Weiss, 1984).

Die Existenz des reifen Kapsidproteins bzw. Nukleokapsids im Lysat von 293 PERV-PK
(Abb. 3.9, Spur 3 und Abb. 3.10, Spur 3) legen den Schlul nahe, dal3 einige Viruspartikel,
die von den infizierten Zellen gebildet werden, sich ,in status nascendi‘ befinden, wie es
fir MLV gezeigt wurde, wo das Gag Polyprotein wihrend des Knospungsprozesses
proteolytisch gespalten wird (Weiss, 1984). Dal3 sich das p40 Intermediat in diesem Lysat
weder mit dem p30b noch mit dem p10 Antiserum nachweisen lieB3 (Abb. 3.9, Spur 3 und
3.10, Spur 3), ist vermutlich auf eine zu geringe Konzentration dieses Proteins

zuriickzufiihren.

493 524
PERV [C]A Y[C]K E K G[H]IWA RN[CJPKKGNRKGPKVLC AL EEDKD]

491 520
GalLV AYKEKGWAREPRKKHVREAKVLALDN

504 538
MoMLV [C]A Y[C]K E K G[H|WA K D[C]P/KKPRGPRGPRPQTSLLTLDD

475 506
FeLV [C]A Y[C]K E K G[H]WV RD[C|P K RP RK K/PANSTILILNLED

Abb. 4.1. Aminosidurehomologien des Nukleokapsids verschiedener C-Typ Retro-
viren.

Die Sequenz beginnt mit der Cys-His-Box (angezeigt durch die offenen Rechtecke; siehe Tabelle 3.4). Die
grau hinterlegte Box in der Sequenz von PERV p10 markiert das Pepid, das zur Immunisierung verwendet
wurde. AS in der Peptidsequenz, die homolog zu anderen Retroviren sind, sind durch Schraffur und Punkte
gekennzeichnet. Nummern {iber der ersten und letzten AS kennzeichnen die Positionen der Sequenzen im
jeweiligen Gag Polyprotein. Datenbank Nr. siehe 2.8.20.

Die Spezifitit des PERV pl0 Antiserums zeigte sich bei der Inkubation von MLV
Partikeln (Abb. 3.10, Spur 7), wobei keine Kreuzreaktion gefunden wurde. Eine

unspezifische Bande bei etwa 60 kDa ist sowohl im Antiserum als auch im
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Praimmunserum zu erkennen. Die in Abb. 4.1 dargestellten Aminosdurehomologien
zwischen den Sequenzen von Gag plO verschiedener C-Typ Retroviren der Saduger
verdeutlichen die Unterschiede zwischen den Viren und damit die Spezifitit des p10
Antiserums.

Fiir das p30b Antiserum wurde die Kreuzreaktivitit mit MLV in Westernblotanalysen
tiberpriift, wobei ebenfalls keine Immunreaktion gefunden wurde (nicht gezeigt). Die
Aminosdurehomologien des Peptids, das zur Immunisierung eingesetzt wurde, zeigt
allerdings zwischen verschiedenen C-Typ Retroviren eine hohe Ubereinstimmung (Abb.
4.2), so daB} eine Kreuzreaktion mit z.B. GaLV oder FeLV nicht ausgeschlossen werden

kann.

316 349
PERV LKI YRQALVAGLRGASRRPTNLAKV|[REVMQGPNE

317 350
GalLV LLVYRRTLVAGLKGAARRPTNLAKVREVLQGPAE

330
MoMLV LVHYRQLLLAGLQNRPTNLAKVKGI TQGPNSIgs

386 419
FeELV LRLYRQLLLAGLRGAARRPTNLAQVKQVVQGKETE

Abb. 4.2. Aminosiurehomologien des Kapsidproteins verschiedener C-Typ Retro-
viren.

Die grau hinterlegte Box in der Sequenz von PERV markiert das Pepid, das zur Herstellung des p30b
Antiserums verwendet wurde. AS, die grau hinterlegt sind kennzeichnen neutrale Austausche, offene Boxen
nicht-neutrale Austausche. Nummern iiber der ersten und letzten AS kennzeichnen die Positionen der
Sequenzen im jeweiligen Gag Polyprotein. Datenbank Nr. siche 2.8.20.

Ebenso wie fiir die Untersuchung der Kreuzreaktivitdt wurden mit den Praimmunseren von
p30b und p10 keine spezifischen Signale (Abb. 3.9, Spur 4-6; Abb. 3.10, Spur 4-6 und 8)
sowie auf nicht infizierten oder nicht transfizierten Zellen, unter Verwendung der
Antiseren, nur Hintergrundsignale erhalten (exemplarisch fiir das p30b Antiserum, Abb.
3.9, Spur 2).

Auch wenn fiir die Auswahl der zur Immunisierung eingesetzten Peptide der
Molekularklon 293-PERV-B(33) verwendet wurde, ist aufgrund der hohen Homologie des
gag Gens zwischen den beiden Klassen (98%) davon auszugehen, dafl auch PERV der
Klasse A nachgewiesen werden kann. Desweiteren ist es wahrscheinlich, dafl mit den
verschiedenen Gag Antiseren ebenfalls der Nachweis der Klasse C mdglich ist. In den 18
AS des p10 Peptides finden sich nur zwei Austausche, an Position 10 Lysin zu Arginin und

an Position 11 Valin zu Isoleucin, zu PERV-MSL. Der Vergleich des p30 von PERV-B mit
der entsprechenden Sequenz von PERV-MSL zeigte in den 259 AS nur einen Austausch
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von Methionin in PERV-B (Position 10) zu Threonin in PERV-MSL. Neun weitere
Austausche (Positionen 95, 165, 171, 217, 225, 232, 238, 248 und 249) sind neutral.

Die Reaktivitdt des pl0 Antiserums mit porcinem Gewebe wurde auf Gefrierschnitten von
Niere, Aortenbogen und Herz durchgefiihrt. Nieren- und Aortenmaterial wurde gewéhlt, da
PERYV erstmals aus der porcinen Nierenzellinie PK15 isoliert wurde (Armstrong et al.,
1971) und fiir primidre Endothelzellen des Aortenbogens die Freisetzung von PERV
Partikeln beschrieben worden ist (Martin et al., 1998). Das Herz wurde stellvertretend fiir
zur Transplantation in Frage kommende Organe ausgewéhlt. In keinem der untersuchten
Gewebe wurden Hinweise auf die Expression von PERV Gag gefunden (Abb. 3.12),
weshalb das p30b Antiserum nicht getestet wurde.

Bislang schliefen Kulturbedingungen von priméren Zellen, die PERV Partikel freisetzen,
eine mitogene Stimulierung der Zellen ein (Wilson et al., 1998; Martin et al., 1998;
Akiyoshi et al., 1998). Da von anderen endogenen Retroviren wie HERV bekannt ist, daf3
Proteinexpression an Tumore gekoppelt ist (Boller et al., 1997; Sauter et al., 1995),
wohingegen mRNA in einer Vielzahl von gesunden Geweben nachgewiesen werden kann
(Medstrand et al., 1993), kann davon ausgegangen werden, dal keine PERV Proteine
existieren, auch wenn mRNA in porcinem Gewebe exprimiert wird (Patience et al., 1997,
Akiyoshi et al., 1998; Cunningham et al., 1999). Desweiteren scheinen die meisten
Transkripte trunkiert zu sein (Cunningham et al., 1999). Auf der anderen Seite deutet die
Aktivitdit der Reversen Transkriptase, die im Serum von hDAF transgenen Schweine
gefunden wurde (Cunningham et al., 1999), darauf hin, dal PERV Partikel vorhanden
sind. Diese Befunde konnen allerdings auf individuelle Verdnderungen der PERV
Expression (Cunningham et al., 1999) oder auf den hochsensitiven, PCR-basierenden RT
Assay, der verwendet wurde, zuriickzufiihren sein.

Das p30b und das pl0 Antiserum wurden weiterhin auf ihre Verwendbarkeit in
Immunperoxidase Assays und Immunogoldfirbungen hin untersucht, wobei fiir beide
Antiseren spezifische Signale erhalten wurden (Abb. 3.13A, B und Abb. 3.14A, B).

Auch wenn diese Quantifizierung der Sensitivitit des pl0 Antiserums, wie sie im ELISA
durchgefiihrt wurde (nicht gezeigt), keinen EinfluB auf die potentielle immun-
histochemische Verwendung des Antiserums hat, da es keine direkte Korrelation zwischen
der nachgewiesenen Proteinmenge und der Anzahl von Virionen gibt, zeigt es dennoch die

hohe Sensitivitit und Spezifitit des p10 Antiserums.
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Die Uberpriifung der gegen das Hiillprotein von PERV gerichteten Antiseren aus dem
Kaninchen und aus Hiithnern (Tab. 3.1 und 3.2) ergab, daB3 nur das EnvB2-2 Antiserum,
spezifisch gerichtet gegen den Oberflachenanteil des Env (SU) der Klasse B, und das p15E
Antiserum, gerichtet gegen den transmembranen Anteil des Env (TM), funktional waren.
Alle anderen Seren zeigten entweder keine Immunreaktion oder waren kreuzreaktiv.
Indirekte IF-Analysen mit PERV freisetzenden humanen Zellen mit den beiden Env
Antiseren ergaben randstindige Fluoreszenzen, die der zelluldren Lokalisation sowohl des
SU als auch des TM entsprechen (Abb. 3.16C und 3.21A). Im Gegensatz dazu ist mit
infizierten Insektenzellen die Fluoreszenz intrazelluldr, da das Env Protein, bedingt durch
die Konstruktion des Expressionsvektors, nicht in das ER gelangen kann (fiir o—EnvB2-2
nicht gezeigt; Abb. 3.16A und B; siche 4.1.1.2). In Westernblotanalysen wurden mit dem
p10 Antiserum im Lysat von 293 PERV-PK Zellen (Abb. 3.1.7, Spur 1) Signale sowohl fiir
das Env Vorldaufermolekiil (gp80), das aus dem glykosylierten SU Anteil (gp70) und dem
pl5E besteht, als auch fiir ein Reifungsintermediat des Env Vorldufermolekiils (p90)
nachgewiesen. Beide Molekiile sind fiir MLV und verwandte Viren beschrieben worden
(Einfeld, 1996). Die intermedidre Form weist neben N-gebundenen weitere O-gebundene
Oligosaccharide auf, die an Aminoséurereste in der prolinreichen Region (PRO Region)
des SU Bereiches von Env gekoppelt sind (Einfeld, 1996). Untersuchungen zur
Glykosylierung des Hiillproteins von PERV wie sie fiir das Env von HERV-K beschrieben
worden sind (Tonjes ef al., 1997) wurden nicht durchgefiihrt. Es ist allerdings fiir das Env
von MoMLV beschrieben worden, dal das Vorldufermolekiil zum Zeitpunkt der
Abspaltung des p15E bereits modifiziert vorliegt (Dickson et al., 1984).

Das p15E Antiserum ist gegen die letzten 17 Aminosduren des Env von PERV gerichtet
(Abb. 4.3). Fiir MLV ist beschrieben worden, da3 vom transmembranen Anteil des Env
wihrend der Reifung des Viruspartikels durch die virale Protease eine 16 Aminosdure
umfassende C-terminale Sequenz, das so genannte R-Peptid (bzw. p2E), abgespalten wird
und so das reife p12E (bzw. p15™) entsteht (Rein ef al., 1994; Yang & Compans, 1996).
Die Sequenz des pI5SE von PERV und konservierte Motive in dieser Sequenz sind in
Abbildung 4.3 dargestellt.

Rein et al. geben fiir das unreife p15E, das sie pral SE nennen, eine Grofle von ca. 20 kDa
und fiir das reife Protein eine Grofle von etwa 15 kDa an (Rein et al., 1994). Die GrofB3e
dieses pral5SE stimmt mit der in Westernblots erhaltenen Grofle des TM des PERV Env
tiberein (Abb. 3.17, Spur 1). Korrespondierend wurde fiir das pral5SE von MLV ein
Molekulargewicht von 22 kDa berechnet (Dickson et al, 1984). Die etwas niedriger
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laufende Bande in dieser Spur kann aufgrund der Tatsache, daB3 mit dem p15E Antiserum
ausschlieBlich unreife Molekiile nachgewiesen werden konnen, nur eine unspezifische
Reaktion darstellen. Die Anwesenheit des putativen unreifen TM im Lysat von 293 PERV-
PK Zellen steht im Einklang mit der Beobachtung von unreifen PERV Partikeln unter
Verwendung der PERV Gag Antiseren in diesem Lysat (Abb. 3.9 und 3.10). Diese
Viruspartikel befinden sich ,in status nascendi ‘ (siche 4.1.2.1).

Westernblotanalysen mit dem pl5E Antiserum mit Lysat PERV Env exprimierender
Insektenzellen (Abb. 3.17, Spuren 4 und 7) verdeutlichen, im Vergleich zu dem 293
PERV-PK Zellysat (Abb. 3.17, Spur 1), da das Env nicht glykosyliert wird (siche
4.1.1.2). Es wurde nur das Vorldufermolekiil inklusive der Tag-Sequenzen (72 kDa) sowie
Banden von Abbauprodukten gefunden.

460
EPVSLTLAVMLGLGTAVGVGTGTAALI TGPQQL EI4GL GELHAAMTEDL RALEESVSNLEESL TSLSEVVLONRRGLD

LLFLREGG.CAALKEECCFYVDHSGAI RDSMSKL RERL ERRRREREADQGWF EG\/1F NRSPWMI TLLSALTGPLVVLL

657
LLLTVGPCLI NRFVAFIVRERVSAVQ M VLRQQYQGLLSQGETDL
p12E (p15E™) A R-Peptid (p2E)

Abb. 4.3. Die p15E Sequenz von PERV.

Die Sequenz des putativen Fusionspeptides ist durch ein graues Rechteck, die Sequenz der putativen
transmembranen Doméne (membrane spanning domain, MSD) durch ein offenes Rechteck gekennzeichnet
(Einfeld, 1996). Die Sequenz des Peptides, welches zur Immunisierung verwendet wurde, ist unterstrichen.
Der Pfeil markiert die putative Spaltstelle zwischen pral5SE und p2E, abgeleitet von MoMLV (Rein ef al.,
1994). Zahlen iiber der ersten und letzten AS geben die Position des pl5E im Env von 293-PERV-
B(33)/ATG an.

Unter Verwendung der PERV Gag Antiseren konnten in aufgereinigten Partikeln unreife
Viren nachgewiesen werden (Abb. 3.9, Spur 1 und 3.10, Spur 2). Im Gegensatz dazu lie3
sich mit dem p15E Antiserum diese Form der Viruspartikel nicht detektieren. Wenn wie
beschrieben unreife Viruspartikel defizient fiir die virale Protease sind (Weiss, 1984),
sollte sich pral5SE nachweisen lassen. Eine mogliche Erkldrung wire die Bildung von
Oligomeren des Env TM, welche die Bindung des p15E Antiserums verhindert. Fiir den
TM Anteil von RSV ist beschrieben worden, dal die oligomere Form auch unter
reduzierenden Bedingungen stabil ist (Einfeld, 1996). Mit dieser Begriindung liee sich
ebenfalls erkldren, warum sich im Lysat von 293 PERV-PK Zellen keine Banden fiir
multimere Formen des pl5E, wie sie fir PERV beschrieben worden sind (Tacke et al.,
2000), nachweisen lassen.

Ebenso wie die PERV Gag Antiseren wurde das pl15E Antiserum auf MLV-haltigem

Zellkulturiiberstand auf Kreuzreaktivitit liberpriift, wobei keine Signale erhalten wurden
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(nicht gezeigt). Vergleiche der R-Peptide zwischen Vertretern der C-Typ Retroviren der
Sduger ergaben nur geringe Homologien (ca. 68%). Von den 16 Aminosduren des R-
Peptids in MoMLV (Fielding et al., 2000) stimmen nur sechs mit dem 17 Aminosduren
langen R-Peptid in PERYV f{iberein (Abb. 4.4), was die Spezifitit des pISE Antiserums fiir
PERYV vermuten lief3.

641 657
PERV [VL|R[QQ VPG L[L]S QT DL
649 665

MoMLV |V L|T|QQY|H%LPI%YEP

Abb. 4.4. Homologie zwischen dem R-Peptid von PERYV und MoMLYV.

Verglichen wurde das putative R-Peptid von 293-PERV-B(33)/ATG und von MoMLV. Homologien sind
durch offene und schraffierte Rechtecke gekennzeichnet. Nummern iiber der ersten und letzten AS geben die
Position im jeweiligen Protein an. Datenbank Nr. siehe 2.8.20.

Untersuchungen hinsichtlich der Funktionalitit des p15SE Antiserums in Immunperoxidase
Assays (Abb. 3.18) und auf Immunogoldfirbungen (Abb. 3.19) ergaben positive

Reaktionen wie fiir die PERV Gag Antiseren beschrieben.

Von den in Hithnern hergestellten Antiseren gegen den SU Anteil der zwei PERV Klassen
A und B zeigte nur das Antiserum EnvB2-2 dahingehend Funktionalitdt und Spezifitét, dal3
ausschlieBlich Env der Klasse B detektiert wurde.

In Westernblotanalysen mit dem EnvB2-2 Antiserum mit Lysat von humanen Zellen, die
mit dem Klasse B Klon 293-PERV-B(33)/ATG transfiziert waren (Abb. 3.20, Spur 6),
konnten Signale fiir das Env Vorldufermolekiil (gp80), wie es auch mit dem pl5SE
Antiserum nachgewiesen wurde (Abb. 3.17, Spur 1), und das SU (gp70) detektiert werden.
Davon ausgehend, daB, wie fiir MLV beschrieben (Dickson et al., 1984), Zuckerreste am
SU etwa 30% des Gewichtes ausmachen und der Aminosdurekern des Molekiils etwa 50
kDa ausmacht, ergibt sich entsprechend der Bande im Westernblot fiir den SU Anteil von
PERYV ein Molekulargewicht von etwa 71 kDa. Die Tatsache, da3 sich beide Banden, die
des Vorldufers und die des reifen Env Molekiils, auch in aufgereinigten Viruspartikeln
detektieren lieBen (Abb. 3.20, Spur 4), kann nur damit erklart werden, daf3 nicht gespaltene
Env Molekiile, die beide Env Komponenten noch enthalten, in virale Partikel eingebaut
wurden. Die Spaltung des Env erfolgt durch eine oder mehrere zelluldre Proteasen im ER.
Fiir die Konsensussequenz der Spaltstelle zwischen SU und TM (siehe Tab. 3.4) konnte
gezeigt werden, daf} bereits Mutationen an einer Position eine eingeschrinkte Spaltung zur

Folge haben. Hinzu kommt, dall es vermutlich subtile Unterschiede zwischen Proteasen
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aus unterschiedlichen Spezies und Zellarten gibt (Einfeld, 1996), so daBl es nicht
unwahrscheinlich ist, dafl ein Teil der PERV Env Molekiile, die von humanen 293 PERV-
PK Zellen freigesetzt werden, keine Spaltung des gp80 in das gp70 und p15E durchlaufen.
Da sich das gp80 nicht mit dem p15E Antiserum in aufgereinigten Viren nachweisen liel3
(Abb. 3.17, Spur 3), muf} allerdings von den nicht gespaltenen Env Molekiilen zumindest
das R-Peptid abgespalten worden sein.

Dal} sich mit dem EnvB2-2 Antiserum das Reifungsintermediat (p90) nicht nachweisen
lieB, ist vermutlich durch sterische Behinderungen bedingt, da die Sequenz des EnvB2-2
Peptids mit der PRO Region des SU (Battini et al., 1995; Le Tissier et al., 1997) iiberlappt.
Glykosylierungen dieses Bereichs wie sie in dem Reifungsintermediat auftreten (Einfeld,
1996) konnen daher die Bindung durch das EnvB2-2 Antiserum verhindern. Das reife gp70
sowie das gp80 sind im PRO Bereich nicht glykosyliert. Die Bindung des p90 durch das
p15E Antiserum ist moglich, da der TM Anteil, wie fiir MLV beschrieben (Einfeld, 1996),
nicht glykosyliert wird.

Mit dem EnvB2-2 Antiserum konnten keine Signale im Lysat von HeLa Zellen detektiert
werden, die mit dem Molekularklon Klasse A, 293-PERV-A(42) (Czauderna et al., 2000;
Krach et al., 2001) transfiziert waren, was auf die Spezifitit des Antiserums hinweist. In
Ubereinstimmung dazu ergab das EnvB2-2 Antiserum keine Signale auf MLV-haltigem
Uberstand. Die Spezifitit fiir Env B konnte auch in indirekten IF-Analysen gezeigt werden,
wobei nur auf 293 Zellen, die mit dem Klasse B Molekularklon 293-PERV-B(33)/ATG
transfiziert wurden, Signale erhalten wurden (Abb. 3.21A). Das EnvB2-2 Antiserum wurde

nicht auf seine Funktionalitét in IPAP oder Immunogoldfarbungen getestet.

4.1.3 Anwendung von PERV-spezifischen Peptidantiseren

Neuere Publikationen zeigen, daf3 in allen klinischen Xenotransplantationen, die bislang,
basierend auf zelluliren Produkten oder ex vivo Perfusionen durchgefiihrt wurden, kein
Hinweis auf eine Infektion mit PERV gefunden wurde (Heneine ef al., 1998; Paradis ef al.,
1999; Patience et al, 1998). Langzeittransplantationen von ganzen, vaskularisierten
Organen sind bisher allerdings nicht beschrieben worden (Birmingham, 1999), so daf3 die
Konsequenzen einer potentiellen PERV Expression iiber einen ldangeren Zeitraum in
immunsupprimierten Patienten nicht bekannt sind.

Auch wenn die in diesem Teil der Arbeit prasentierten immunologischen Methoden unter

Verwendung von PERV-spezifischen Peptidantiseren nicht so sensitiv sind wie z.B. die
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PCR, ermoglichen sie doch die Unterscheidung zwischen viraler Infektion und der
Expression von viralen Proteinen durch infizierte Zellen. Auch wenn die Expression von
viralen Proteinen nicht immer bedeutet, dall Viruspartikel freigesetzt werden, kdnnen mit
den Antiseren Routineiiberpriifungen von Xenotransplantaten vor und nach einer
Transplantation durchgefiihrt werden, insbesondere dann, wenn PERV nicht in normalen

porcinen Geweben exprimiert wird (Abb. 3.12).

4.2 Molekulare Charakterisierung nativer PERV

Jiingere Berichte iiber provirale, replikationskompetente Vollingen PERV Sequenzen,
isoliert aus der humanen Zellinie 293 PERV-PK (Czauderna et al., 2000) in Verbindung
mit der Charakterisierung einer PERV-C ¢cDNA Sequenz (PERV-MSL; Akiyoshi et al.,
1998) belegen, dall das porcine Genom intakte Proviren enthidlt, wie es fiir viele andere
Spezies einschlieBlich des Menschen beschrieben worden ist (Tonjes ef al., 1999).

Die Durchmusterung der PK15-A-Phagen Bibliothek fiihrte letztendlich zur Isolierung von
drei nativen, aus dem porcinen Genom stammenden Klasse A Klonen, pPK15-PERV-
A(42), pPK15-PERV-A(45) sowie pPK15-PERV-A(58), und einem Klasse B Klon,
pPK15-PERV-B(213).

4.2.1 Uberpriifung der nativen PERV-A Klone

Fir die drei Klone der Klasse A konnte durch Restriktionsanalysen, partielle
Sequenzierungen und Uberpriifung der Integrationsstelle (Abb. 3.25A und B, nicht gezeigt
und Abb. 3.25C) gezeigt werden, daf3 sie identisch sind. DaB3 die Bandenmuster der
Restriktionen der drei Klone mit EcoRI und HindlIl (Abb. 3.25A und B) nicht identisch
sind, kann mit einer nicht vollstindigen Restriktion erkldrt werden. Eine weitere
Moglichkeit ergibt sich durch das vorldufige Ergebnis, dal sowohl der provirale Klon
PK15-PERV-A(58) -und somit auch die beiden weiteren A Klone- als auch der Klon
PK15-PERV-B(213) in der Region des SLA lokalisiert sind. Die voneinander
abweichenden Bandenmuster bei der Restriktion konnen dann mit dem Auftreten
allelischer Varianten und folglich mit Unterschieden in der Verteilung der
Restriktionsschnittstellen erklart werden. Die Charakterisierung der proviralen Struktur
und der Replikationskompetenz wurde aufgrund der Ubereinstimmung der Klone nur mit

dem PK15-PERV-A(58) durchgefiihrt.
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4.2.2 Struktur der nativen PERV Sequenzen

Die beiden aus der porcinen Nierenzellinie isolierten PERV Sequenzen PK15-PERV-
A(58) und PKI15-PERV-B(213) zeigen die gleiche provirale Struktur wie die zuvor
beschriebenen Klone 293-PERV-B(33), 293-PERV-B(43) und 293-PERV-A(42)
(Czauderna et al., 2000; Krach et al., 2001). PK15-PERV-B(213) zeigt nur im geringen
Umfang Aminosiureaustausche zu diesen ,,humanisierten, aus der mit PERV infizierten
humanen Zellinie 293 isolierten Klonen (Tab. 3.3B, Abb. 3.27), wobei diese Austausche
tiber die gesamte Sequenz der einzelnen viralen Proteine verteilt sind (nicht gezeigt). Im
Gegensatz dazu zeigt der Klon PKI5-PERV-A(58) in einem groferen Malle
Aminosdureaustausche zu dem humanisierten Klasse A Klon 293-PERV-A(42) (Tab.
3.3A, Abb. 3.27). Diese Unterschiede sind fiir Gag und Pro/Pol ebenfalls iiber die gesamte
Sequenz der Proteine verteilt (nicht gezeigt). Fiir das Env zeigt sich jedoch eine Haufung
im Bereich des TM wobei die meisten der Aminosdureaustausche neutral sind. Der
mogliche Einflul der nicht-neutralen Austausche auf das replikative Potential von PK15-
PERV-A(58) bleibt noch zu untersuchen.

Die Polymorphismen, die in PKI15-PERV-A(58) und PKI15-PERV-B(213) gefunden
werden, haben weder Einflu3 auf hochkonservierte Motive im Bereich des pro/pol Gens
der C-Typ Retroviren der Sduger (Tab. 3.4) noch, im Fall des Klons PK15-PERV-A(58),
auf die Bereiche im env Gen, die fiir die Bestimmung des Wirtszellspektrums wichtig sind
(VRA, VRB und PRO; Le Tissier et al., 1997).

Wie fiir andere C-Typ Retroviren (MoMLYV und GaLV) bestimmt wurde (Fielding et al.,
2000), stellt das C-terminale Ende des Env Proteins der Klone PK15-PERV-A(58) (nt
8114-8149) und PK15-PERV-B(213) (nt 8032-8082) das putative R-Peptid dar (siche auch
4.1.2.1). Gegeniiber MoMLV und GaLV, deren R-Peptid 16 Aminoséuren umfasst
(Januszeski et al., 1997, Fielding et al., 2000), weist die Sequenz des putativen R-Peptids
in PK15-PERV-B(213) sowie in den Klonen 293-PERV-B(33), 293-PERV-B(43) und 293-
PERV-A(42) eine Linge von 17 Aminosduren auf. Die entsprechende Sequenz in PK15-
PERV-A(58) umfasst 11 Aminosduren. Studien mit verkiirzten Formen des R-Peptides von
MoMLYV haben ergeben, daf3 bis zu sieben Aminosduren vom C-Terminus entfernt werden
konnen, ohne die fusogene Aktivitit des Env zu erhéhen (Yang & Compans, 1996). Da im
Falle von PK15-PERV-A(58) eine Verkiirzung des putativen R-Peptides von sechs
Aminosduren gefunden wurde, konnte keine Tendenz zur Fusion in den Zellen, die mit

diesem Virus infiziert waren, nachgewiesen werden (nicht gezeigt).
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Aufgrund der hohen Homologie zwischen PKI15-PERV-B(213) und dem zuvor
beschriebenen Klon 293-PERV-B(43) (Czauderna et al., 2000; Tab. 3.3) scheint es
moglich, dal PK15-PERV-B(213) den ,,porcinen Vorfahren* von 293-PERV-B(43), der
aus der humanen Zellinie 293 isoliert wurde, darstellt. Dieser Klon weist jedoch in der 3°-
UTR, zwischen der LTR und dem gag Gen, eine 12 bp Deletion auf (nt 753-764 in PK15-
PERV-B(213)), die Einflul auf die Infektidsitit des Virus haben kann. Desweiteren stellt
die serielle Passagierung auf humanen Zellen eine Selektion fiir Viren dar, die ein hoheres
Infektionspotential fiir diese Zellen besitzen (Takeuchi er al, 1998). Daher ist
anzunechmen, dafl PK15-PERV-B(213) andere Eigenschaften als der Klon 293-PERV-
B(43) aufweist. Das letztgenannte Virus resultierte aus Co-Kultivierungsversuchen mit
PK15 und 293 Zellen (Patience et al., 1997) und ist geraume Zeit in Kultur, so dafl
Rekombinations- und Adaptationsprozesse nicht ausgeschlossen werden kdnnen.

Fiir den Klon PK15-PERV-A(58) wurde bislang, im Gegensatz zu PK15-PERV-B(213),
keine vergleichbare Sequenz aus der Zellinie 293 PERV-PK beschrieben.

Die Unterschiede in den Genen zwischen den nativen und humanisierten PERV Klonen,
wie sie in Tabelle 3.3A und B deutlich werden, finden sich auch in den LTRs wieder (Tab.
3.3A und B, Abb. 3.28).

Die U3 Region der LTR von PK15-PERV-B(213) sowie die der zuvor beschriebenen
PERYV (Czauderna et al., 2000; Krach et al., 2001) beinhalten eine unterschiedliche Anzahl
einer 39-bp Kassette, die aus zwei Untereinheiten (21 bp und 18 bp) besteht. Der Klon
PKI15-PERV-B(213) trigt zwei dieser Kassetten. Wenn man die zuvor beschriebenen
PERV Sequenzen und den nativen Klasse B Klon PK15-PERV-B(213) betrachtet,
scheinen diese Kassetten Variationen eines Themas zu sein. Im Gegensatz zu dieser
Kassettenstruktur liegen die beiden Untereinheiten im nativen Klasse A Klon PKI15-
PERV-A(58) getrennt voneinander in der U3 vor (Abb. 3.28), wobei jede Untereinheit
zweil Nukleotidaustausche trigt. Untersuchungen legen den SchluB3 nahe, dall es einen
direkten Zusammenhang zwischen der Anzahl der Kassetten in der U3 Region und der
transkriptionellen Aktivitdt der LTRs gibt (Scheef et al., im Druck), so dal davon
auszugehen ist, daf die Teilung der Kassette in PK15-PERV-A(58) einen Einfluf auf die
transkriptionelle Aktivitdt der LTR und damit auf die replikative Kapazitit dieses Klons
hat.

Zellkulturstudien mit den aus der humanen Zellinie 293 isolierten PERV Klonen haben
gezeigt, dal die Anzahl der Kassetten wihrend der Kultur fluktuiert. Untersuchungen, ob
auch die LTR des Klons PK15-PERV-A(58) wihrend der Passagierung Verdnderungen



Diskussion 98

aufweist oder die 21- bzw. 18-bp Wiederholungen zu der beschriebenen Kassettenstruktur
fiihren kdnnen, ergaben eine LTR, die neben Deletionen in der U3 auch die Untereinheiten
der Kassette fast vollstindig verloren hat (Abb. 3.30). Der Einfluf3 dieser Verdnderung auf
die Aktivitdt der LTR bleibt zu bestimmen.

Die LTR von PK15-PERV-B(213) entspricht der zuvor beschriebenen LTR des Klons 293-
PERV-B(43) (Tab. 3.3B). Die Tatsache, daB3 es fiir den humanisierten Klon eine nahezu
identische LTR im porcinen Genom gibt, legt den Schluf3 nahe, daB3 diese LTR mit zwei
39-bp Kassetten kein Adaptationsprodukt an einen neuen Wirt darstellt, sondern eine
originale, native Sequenz.

PCR Analysen auf genomischer DNA der Zellinie PK15 haben ergeben, da3 eine LTR, die
dem Klon 293-PERV-B(33) mit vier dieser Kassetten entspricht, existiert (Krach et al.,
2001). Interessanterweise wurde keine LTR gefunden, die der des Klons 293-PERV-A(42)
mit drei Kassetten entspricht (Czauderna et al., 2000; Krach et al., 2001). Es kann daher
davon ausgegangen werden, dal der Klon 293-PERV-A(42) das Produkt einer
Rekombination darstellt, da es unwahrscheinlich ist, dafl dieser Klon sich von dem nativen
Klon PK15-PERV-A(58) ableitet, wenn man die Unterschiede zwischen diesen Klonen
betrachtet (Tab. 3.3A). Diesem Rekombinationsereignis steht gegeniiber, dafl aus einer
porcinen Genombibliothek, die in kiinstlichen Bakterienchromosomen (bacterial artificial
chromosom, BAC) kloniert wurde, eine LTR, die der des Klons 293-PERV-A(42)
entspricht, isoliert wurde (Niebert et al., in Vorbereitung).

DaB3 aus der PK15 Phagenbank kein nativer Klon isoliert wurde, der die LTR des
humanisierten Klons 293-PERV-B(33) trdgt, ist vermutlich mit dem Ansatz der Suche
nach offenen Leserahmen verbunden, da der Klon 293-PERV-B(33) durch eine Mutation
kein Startcodon fiir das env Gen trigt (Czauderna et al., 2000).

4.2.3 Stammbaumanalysen verschiedener PERYV Sequenzen

Ein Vergleich der Proteine von unterschiedlichen PERV, wobei auf die Klone aus der
humanen Zellinie 293 (Czauderna et al., 2000; Krach et al., 2001), einen PERV-C cDNA
Klon aus dem Miniaturschwein (PERV-MSL; Akiyoshi et al., 1998) sowie auf die beiden
hier beschriebenen nativen PERV Sequenzen zuriickgegriffen wurde, ergab
unterschiedliche Einordnungen von individuellen Klonen in phylogenetischen Analysen
(Abb. 3.27). Fir Gag wurde eine Gruppierung der humanisierten Klone gefunden,

wohingegen die nativen Klone sowie PERV-MSL auf unterschiedlichen Asten lokalisiert
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sind (Abb. 3.27A). Es scheint, als ob die serielle Passage von PERV auf humanen Zellen
(Patience et al., 1997; Czauderna et al., 2000) einen speziellen Typ von Gag bevorzugt hat,
oder umgekehrt, da3 ein spezielles Gag Protein einen Vorteil fiir die produktive Infektion
von humanen Zellen darstellt. Hinsichtlich der klassenspezifischen Stellung, besonders der
Klasse B Klone, kann auf Basis der Pro/Pol Sequenzen spekuliert werden, daf3
verschiedene PERV-B Klone von einem Ur-Provirus abstammen (Abb. 3.27B). Diese
Hypothese wird durch die Tatsache unterstiitzt, dal die Env Sequenzen der humanisierten
Klasse B Klone und des nativen Klasse B Klons phylogenetisch sehr nahe verwandt sind
(Abb. 3.27C).

Wie in Tab. 3.3A dargestellt, zeigt der native A Klon insgesamt eine niedrigere Homologie
zum humaniserten Klasse A Klon, die sich auch im phylogenetischen Abstand von Gag
und Pro/Pol (Abb. 3.27A und B) zeigt. PK15-PERV-A(58) ist, mit Ausnahme des env
(69,3%), ndher verwandt zu PERV-MSL (gag, 97,6%, pro/pol, 97,5%). Im env spiegelt
sich die klassenspezifische Zuordnung wider. (Abb. 3.27C). Es scheint, als ob PK15-
PERV-A(58) eine Gruppe mit PERV-MSL bildet, die von der env Sequenz unabhéngig ist.
Bei einem Vergleich der Env Sequenzen aller Klasse A und B Klone (nicht gezeigt), zeigte
PERV-MSL Deletionen in den putativen variablen Regionen (VRA und VRB), was
vermuten 1a6t, dal die PERV-C Sequenz sich aus einem Klasse A PERV entwickelt hat,
der hohe Homologien zu dem Klon PK15-PERV-A(58) aufweist.

4.2.4 Flankierende genomische Sequenzen der nativen PERYV Klone

Mit dem gewihlten Ansatz, PERV mittels Restriktion zu teilen, so daf} die beiden LTRs
inklusive der jeweiligen flankierenden genomischen Sequenzen solitir subkloniert werden
konnten (Abb. 3.32), war es moglich, beide flankierenden Sequenzen des Klons PK15-
PERV-B(213) zu charakterisieren. Fiir den Klon PK15-PERV-A(58) war dies nur fiir die
3‘-flankierende Sequenz moglich. Die Sequenzierung der 5‘-genomischen Flanke dieses
Klons ergab, dal etwa die ersten 100 Nukleotide der LTR fehlen und die Sequenz
stromaufwérts des LTR Fragments unmittelbar in die Sequenz der Klonierungsvektoren (A-
Phage und pBlueScript) iibergeht. Dies ist damit zu erkldren, daf der initiale Partialverdau
des PK15 Genoms mit Sau3Al in der 5°-LTR (nt Position 101) von PK15-PERV-A(58)
geschnitten hat. Die Klonierung in die Xhol Schnittstelle des A-Phagen und die
anschliefende Subklonierung in die Notl Restriktionsschnittstelle von pBlueScript ergaben

die oben beschriebene Anordnung.
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Die Frage, ob PK15-PERV-A(58) auch mit einer trunkierten 5‘-LTR im Genom der
Zellinie PK15 vorliegt, kann nicht beantwortet werden. Die Auswirkungen einer derartigen
Verkiirzung, von putativen, noch zu klirenden Einfliissen auf die Promotoraktivitit
abgesehen, sind relativ gering, da nach einer Aktivierung des Virus innerhalb der sich
anschlieBenden reversen Transkription die U3 Region der 5°-LTR wieder komplettiert
wird. Dal3 die 5‘-LTR von pPK15-PERV-A(58) in einen funktionalen Zustand versetzt
werden kann, zeigte sich in den Zellkulturuntersuchungen. Mit von transfizierten Zellen
stammenden, PERV-haltigen Uberstéinden konnten Zellen infiziert werden, in denen sich
anschlieBend die Integration von PERV im Genom, wozu eine intakte 5°‘- und 3°-LTR
notig ist, nachweisen lieB3 (Abb. 3.34).

Die Tatsache, daB sich auf pPKI15-PERV-A(58) via PCR die komplette 5°-LTR
amplifizieren lieB, kann nur mit einem PCR-Artefakt erkldrt werden (nicht gezeigt), wobei
Amplifikate der 3°-LTR, erzeugt mit dem Vorwérts-Primer, mit Amplifikaten der 5°-LTR,
erzeugt mit dem Primer, der im Bereich der PBS revers bindet, hybridisieren und somit
eine komplette LTR erzeugen. Unterstiitzt wird diese Theorie durch Untersuchungen auf
den getrennten Flanken des Klons pPK15-PERV-A(58), wobei sowohl auf dem Konstrukt
pBS/PERV(58)/5’Flanke als auch auf pVL1392/PERV(58)/3’Flanke mit dem 5°‘-LTR
Primerpaar kein Amplifikat erhalten wurde (nicht gezeigt). Hinzu kommt, da3 bei nicht
vollstindigen Af/1I-Restriktionen von pPK15-PERV-A(58), die noch teilweise die 3°-
flankierende Seqzenz enthielten, das PCR Amplifikat fiir die 5°-LTR deutlich schwicher
ausfiel als auf pPK15-PERV-A(58) (nicht gezeigt).

Die Integration von Retroviren in das Genom der Wirtszelle fiihrt zu einer Duplikation der
Sequenz an der Integrationsstelle. Die Lénge der direkten Wiederholung, die zwischen vier
und sechs Nukleotiden lang sein kann, wird vom Virus bestimmt und betrégt zum Beispiel
bei HIV fiinf Nukleotide (Brown, 1997). Fiir PERV konnte eine direkte Wiederholungs-
sequenz von vier Nukleotiden bestimmt werden.

Mit den charakterisierten Sequenzen fiir die 3°-flankierenden Bereiche der beiden nativen
Klone konnten verschiedene Schweinerassen auf PERV-Integration hin iiberpriift werden,
wobei sich sowohl in Miniaturschweinen als auch in Deutsche Landrasse Schweinen und
Mikro Pigs beide Proviren detektieren lieBen. Dies kann als Indiz fiir eine relativ
homogene Verteilung dieser Klone innerhalb unterschiedlicher Rassen des Schweines
gewertet werden.

Die Tatsache, daB} erste Untersuchungen zur Lokalisation der beiden Klone im porcinen

Genom darauf hinweisen, dal} sie im Bereich des SLA (dem porcinen Analogon zum HLA)
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integriert sind, hat Einflu auf die potentielle Durchfiihrbarkeit, PERV-freie Schweine
durch Ziichtung herzustellen. Auf der anderen Seite ergibt sich aus der Verfiigbarkeit von
flankierenden genomischen Sequenzen die Mdglichkeit mittels der hier vorgestellten PCR-

Diagnostik, nach Schweinen zu suchen, die diese Integrationen nicht aufweisen.

4.2.5 Infektiositit nativer PERV

Fiir die beiden Klone PK15-PERV-A(58) und PK15-PERV-B(213) konnte die Féhigkeit,
verschiedene Zellinien zu infizieren, nachgewiesen werden. Zum einen war es moglich, auf
genomischer DNA von Zellen, die mit diesen Klonen infiziert waren, via PCR provirale
Integrationen zu detektieren (Abb. 3.34) und zum anderen konnte auf infizierten Zellen die
Expression von viralen Proteinen nachgewiesen werden (Abb. 3.35). Die unterschiedlichen
Intensitidten in den Fluoreszenzen (nicht gezeigt) sind auf verschiedene Stirken der
Infektion, bedingt durch das Replikationsverhalten des jeweiligen Virus, und die
verwendeten Zellinien zuriickzufiihren. Daneben hat die Menge an Virus, die bei der
Infektion eingesetzt wurde, einen EinfluB. Die Titer der virushaltigen Uberstinde wurden
nicht bestimmt, wobei fiir PERV in Pseudotypexperimenten allerdings relativ geringe Titer
bestimmt wurden. Desweiteren wurde in der gleichen Studie fiir die Zellinie PK15 eine
TCIDsg von 100/ml ermittelt (Takeuchi ez al., 1998).

Neben anderen Zellinien ist die humane Nierenzellinie 293 als suszeptibel fiir die Infektion
mit PERV beschrieben worden (Patience et al., 1987; Takeuchi et al., 1998). Keiner der
beiden nativen Klone zeigte hohe RT Werte auf diesen Zellen (PK15-PERV-A(58): 15
mU/ml, PK15-PERV-B(213): 4 mU/ml; Abb. 3.36). In Ubereinstimmung damit haben
Pseudotypexperimente unter Verwendung des env Gens von PERV-A, PERV-B und
PERV-C gezeigt, dal das PERV-A env den Eintritt in 293 Zellen mit einer hoheren
Effizienz vermittelt (Takeuchi et al., 1998). Diese Studie konzentrierte sich allerdings auf
den Tropismus von PERV und nicht auf die replikativen Fahigkeiten des Virus. Diese
Analysen verwendeten nur die env Gene und schlossen damit andere Interaktionen der
Viren mit der Wirtszelle sowie die Wirkung regulatorischer Elemente, wie sie zum
Beispiel in der proviralen LTR zu finden sind, aus.

Es kann nicht ausgeschlossen werden, dafl die Wahl der Zellinie, die zur Herstellung der
zur Infektion eingesetzten Uberstinde genutzt wurde (293), einen EinfluB auf die
beobachtete Aktivitdt von PK15-PERV-A(58) nach Infektion von 293 Zellen hat. Fiir den
humanisierten Klon 293-PERV-A(42) ist jedoch beschrieben worden, dall nach Infektion
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von verschiedenen Zellen mit PERV-haltigem Uberstand, der auf HeLa Zellen hergestellt
wurde, PG-4 Zellen die hochsten RT Werte aufwiesen (Krach et al., 2001). Dies deutet
darauf hin, dal im Rahmen der Versuchsdauer Adaptationsprozesse keinen grofleren
Einfluf zu haben scheinen.

In einer neueren Publikation werden fiir 293 Zellen, die mit PERV von PK15 Zellen
infiziert wurden, RT Werte von 0,1 mU/ml angegeben. Desweiteren zeigte die Zellinie
PK15 in dieser Studie selber lediglich eine Aktivitidt von 1,6 mU/ml (Van der Laan et al.,
2000). Diese Daten unterstreichen die hier vorgelegten Befunde, da3 die beiden nativen
Klone PK15-PERV-A(58) und PK15-PERV-B(213) replikationskompetent sind.

Ein zusétzlicher Beleg fiir die Anwesenheit von infektiosen Partikeln ist, da3 sich auf mit
PK15-PERV-A(58) infizierten 293 Zellen elektronenmikroskopisch Viren des C-Typs in
unterschiedlichen Stadien der Infektion nachweisen lieBen (Abb. 3.37A-D).

4.2.6 Bedeutung der Isolation nativer PERV Sequenzen

In der oben genannten Publikation konnte fiir NOD/SCID Méuse gezeigt werden, dafl nach
der Transplantation von porcinen Inselzellen, produktive PERV Infektionen auftraten (Van
der Laan et al., 2000). Die Charakterisierung von replikationskompetenten, nativen
Proviren und die Bestimmung der Integrationsorte im porcinen Genom dieser PERV kann
helfen, Schweine zu identifizieren, die geringere Mengen an PERV produzieren oder frei
von individuellen Proviren sind.

Die vorliegende Arbeit 148t keine exakte Aussage 1iiber die Anzahl von
replikationskompetenten Viren im porcinen Genom zu. Im Zusammenhang mit den hier
beschriebenen Proviren, der Charakterisierung von PERV aus der Zellinie 293 PERV-PK
(Czauderna et al., 2000) und der Beschreibung von proviralen Sequenzen aus dem Genom
von Large White Schweinen (Niebert et al., in Vorbereitung) ist es jedoch moglich, eine
Abschitzung vorzunehmen. Von den ca. 50 proviralen Integrationen, die fiir PERV
beschrieben worden sind (Patience et al., 1997; Le Tissier et al., 1997), scheinen hochstens
zehn fiir replikationskompetente Viren zu kodieren, so dafl die Ziichtung PERV freier
Schweine nicht gidnzlich unmoglich erscheint.

Aspekte, die im Zusammenhang mit der Verwendung von Schweinen fiir potentielle
Xenotransplantationen zu bewerten bleiben, sind zum einen die exakte Lokalisation der
Proviren im porcinen Genom, da vorldufige Abgleiche der flankierenden Sequenzen

Homologien zum hochpolymorphen SLA ergeben haben. Zum anderen miissen potentielle
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Auswirkungen von Rekombinations- und Adaptationsprozessen, die, wie beschrieben,
auftreten konnen, untersucht werden, um das Risiko von Xenozoonosen, die von PERV

ausgehen, auszuschlieBen oder zu minimieren.
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5. Zusammenfassung

Vertikal, durch Vererbung weitergegebene endogene Retroviren stellen ein
Infektionsrisiko im Rahmen von Transplantationen von Zellen, Geweben und Organen des
Schweins auf den Menschen (Xenotransplantationen) dar. Zwei Klassen von endogenen C-
Typ Retroviren des Schweins (PERV), die humane Zellen in vitro infizieren konnen, sind
bekannt. Eine molekulare und immunologische Kontrolle von Xenotransplantatempfangern
hinsichtlich einer potentiellen Infektion mit PERV ist daher unumgéanglich.

Im Rahmen der immunologischen Detektion von PERV wurden Peptidantiseren gegen das
Gag und das Env Protein von PERV hergestellt und auf ihre Verwendbarkeit in
unterschiedlichen Assays getestet. Seren, gerichtet gegen das Matrixprotein (p30) und das
Nukleokapsid (p10) aus dem Gag Polyprotein sowie Seren gegen den Oberfldchenanteil
(gp70, SU) und den transmembranen Anteil (pISE, TM) des Env Proteins von PERV
zeigten unter anderem Funktionalitit in Westernblot- und indirekten IF-Analysen,
Immunperoxidase Assays und Immunogoldmarkierungen. Wihrend mit den beiden Gag
Antiseren und dem Env pl15E Antiserum beide polytropen PERV Klassen nachgewiesen
werden konnen, 148t das SU-Antiserum eine spezifische Detektion von PERV der Klasse B
Zu.

Die Charakterisierung von PERV, die fiir humane Zellen infektids sind, flihrte zur
Isolierung von vier nativen proviralen Vollingen Sequenzen aus einer Genombibliothek
der porcinen Nierenzelline PK15. Drei dieser Klone wurden mittels PCR der Klasse A
(PK15-PERV-A(42), PK15-PERV-A(45) und PKI15-PERV-A(58)), der vierte Klon der
Klasse B (PK15-PERV-B(213)) zugeordnet. Fiir die drei A Klone konnte gezeigt werden,
daf} sie identisch sind, so daB3 die weitergehende Charakterisierung mit dem Klon PK15-
PERV-A(58) durchgefiihrt wurde. Der B Klon wies hohe Homologie zu dem zuvor
beschriebenen, aus der humanen Zellinie 293 PERV-PK isolierten Klon 293-PERV-B(43)
(Czauderna et al., 2000) auf, ist jedoch nicht identisch mit diesem. Der Klon PK15-PERV-
A(58) zeigt nahe Verwandtschaft zu 293-PERV-A(42) im env Gen und zu dem Klasse C
cDNA Klon PERV-MSL (Akiyoshi et al., 1998) in der LTR, im gag und pro/pol Gen. Fiir
beide nativen proviralen Klone wurden die flankierenden genomischen Sequenzen
bestimmt sowie der Nachweis erbracht, da3 sie in unterschiedlichen Schweinerassen
vorhanden sind. Sowohl PKI15-PERV-A(58) als auch PKI15-PERV-B(213) zeigten

Replikationskompetenz nach der Infektion von suszeptiblen Zellinien. Von den ca. 30 bis
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50 PERYV Integrationen im porcinen Genom (Patience et al., 1997; Le Tissier et al., 1997)
scheinen demnach weniger als zehn fiir replikationskompetente Viren zu kodieren.

Durch die Mdglichkeit, die Expression von viralen Proteinen zu detektieren, sowie
Schweine auf die Integration von spezifischen PERV, die Infektionspotential besitzen, zu
screenen, leisten die Ergebnisse dieser Arbeit einen Beitrag dazu, Xenotransplantationen in

mikrobiologischer Hinsicht sicherer zu machen.
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AcNPV
APS
AS

BSA
BVES
CA
DMSO
DNA
DXR
E(A)
E(B)
ECL
EDTA
ELISA
Env
ER

Fa.
FKS

Gag
GPP
HAR
His
HRP
IF

IN
IPAP
IPTG
kb
kDa
KLH
LTR
MA
MLV
MSD
NC
NOD
NSP
nt
OD
OPD
ORF

Verzeichnis der verwendeten Abkiirzungen

Autographa californica nuclear polyhedrosis virus
Ammoniumpersulfat

Aminoséure

Basenpaar

Rinderserumalbumin (bovine serum albumin)
Baculovirus Expressions System

Kapsidprotein (capsid)

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsdure

verzogerte AbstoBungsreaktion (delayed xenograft rejection)
Env der Klasse A

Env der Klasse B

verstirkte (enhanced) Chemilumineszens
Ethylendiamintetraessigsaure
Enzymabsorptionstest (enzyme linked immuno sorbent assay)
Oberflichenmolekiil der Retroviren (envelope)
Endoplasmatisches Retikulum

Firma

Fotales Kélberserum

gag

Polyprotein der Struktur-Virusproteine (group specific antigen)
gag-pro-pol Konstrukt

hyperakute AbstoBungsreaktion

Histidin

Meerrettich Peroxidase (horseradish peroxidase)
Immunfluoreszenz

Integrase

Immunperoxidase Assay
Isopropylthiogalactosid

Kilobasen

Kilodalton

»keyhole limpets hemocyanin®

,long terminal repeat®

Matrixprotein

murines Leukédmievirus

»,membrane spanning domain®
Nukleokapsidprotein (nucleocapsid)

,;non-obese diabetes*

Neomycin, Streptomycin, Penicillin

Nukleotid

optische Dichte (Extinktion)
O-Phenylendiamindihydrochlorid

offener Leserahmen (open reading frame)



PBS
PCR
PERV
pfu

p.i.

PTT
PVDF
PRO
QPF

RT
SCID
SDS
SDS-Page
SLA
SPF
SSC

SU
TAE
TBE
TCA
TCIDsy
TEMED
™
TM-EM
TRIS
TSN

Tx

UTR
VS

VS
X-Gal
XNA
XTx
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Phosphat gepufferte Saline (phosphate buffered saline)
Polymerase Kettenreaktion (polymerase chain reaction)
porcines endogenes Retrovirus

Einheit des Virustiters (plaque forming unit)
post infektion

,protein truncation test™

Polyvinylidendifluorid

Protease

qualifiziert pathogenfrei

reverse Transkriptase

»severe combined immunodeficiency*
Natriumdodecylsulfat
SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Schweine Leukozytenantigen

spezifisch pathogenfrei

Natriumcitrat (saline sodium citrate)
Oberflachenanteil des Env (surface)
TRIS-Essigsdaure-EDTA

TRIS-Borsdure-EDTA

Trichloressigsdure

,tissue culture infectious dosis; 50%
N,N,N‘,N*-Tetramethylethylendiamin
transmembraner Anteil des Env (transmembrane)
Transmissionselektronenmikroskopie
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
Transfektionsiiberstand (transfection supernatant)
Transplantation

Einheit (unit)

,untranslated region*

virushaltiger Uberstand (virus stock)

versus

5-Brom-4-chlor-3-indolyl-B3-D-galactosid
,,xenoreactive natural antibodies
Xenotransplantation
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