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1. Einleitung 1

1  Einleitung

1.1 Retroelemente

Das Genom aller Eukaryoten sowie einiger Prokaryoten beinhaltet eine Vielzahl von
Sequenzen, die transponierbare  mobile  Elemente darstellen, welche als
Replikationszwischenprodukt eine RNA verwenden (Wilkinson et al. 1994). Diese
Retroelemente zeigen entweder strukturelle Ahnlichkeiten und Sequenzhomologien zu
infektibsen, exogenen Retroviren oder stellen aufgrund ihrer Sequenz Integrationsprodukte
zellularer mRNA dar, die revers transkribiert wurde (Boeke & Stoye 1997). Die Verwendung
einer reversen Transkriptase (RT), welche Bestandteil der Retroelemente ist, um ausgehend
von RNA DNA-Kopien zu synthetisieren, ist allen Retroelementen gemein. Fast die Halfte
des menschlichen Genoms (45%) besteht aus solchen, transponierbaren Elementen (Lander
et al. 2001, Venter et al. 2001). Denn wahrend eines Retrotranspositionsvorgangs erzeugt
die RT neue Kopien, welche sich willkirlich Uber das gesamte Genom verteilen und
integrieren kdénnen. Die Proteine (u.a. eine RT), welche von den long interspersed nuclear
elements-1 (LINE-1) synthetisiert werden, kénnen beliebig in einer Zelle vorkommende
MRNASs revers transkribieren. Sie sind wohl hauptverantwortlich fiir das Vorhandensein so
vieler Retroelemente.

Aufgrund struktureller Abweichungen (RT, Promotor) der unterschiedlichen Retroelemente
kénnen diese klassifiziert werden (Wilkinson et al. 1994, Léwer et al. 1996, Andersson et al.
1998). In Abbildung 1.1 ist sowohl diese Klassifikation als auch eine mdgliche Evolution
dargestellt.

Retroelemente
-ILTR (+ILTR
(-) Promotor (+) Promotor (-) env 4|_ (+) env
Retrogen Retrotransposon
D Poly{A) = B {55 | *
1
1
Pseudogen : Retroposon —
1 etrovirus
" (LINEY
ol i B 1
PolyiA)g— /o . .
A FE R N ot
i 1
L.I. -I-I: \ k
@ SINE @
- F ) Folyia)ie—

Abbildung 1.1: Klassifikation und mdgliche Evolutio n der Retroelemente.

(Abgeandert nach Lower et al. 1996, Andersson et al. 1998). Gepunktete Pfeile —
Entwicklung von genetischen Elementen durch reverse Transkription; durchgezogene Pfeile
— Erwerb neuer Elemente durch Rekombination. LTR — Long Terminal Repeat;, P —
Promotor; @ — Verpackungssignal; ORF — open reading frame, gag — Kapsidprotein-Gen;
pro/pol — Polymerase-Gen (codiert u.a. auch fir die RT); RT — Reverse Transkriptase; env —
Hullprotein-Gen; < - Polypurintrakt
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Erlauterungen zu Abbildung 1.1:

Pseudogene:
reintegrierte zellulare mMRNA

Retrogene:
Pseudogene, die aufgrund eines vorhandenen Promotors aktiv transkribiert werden

Short interspersed nuclear elements (SINE):

Entsprechen Pseudogenen, codieren jedoch keinerlei Elemente (13% des humanen
Genoms; Li et al. 2001; McPherson et al. 2001); manche leiten sich von partiell deletierten
HERV-K LTRs ab (Ono 1986)

Non-LTR-Retrotransposons (Long interspersed nuclear elements (LINE)):

Das humane L1 Element ist etwa 6kB grof3 und besitzt einen internen RNA-Polymerase-II-
Promotor (Swergold 1990), eine Polyadenylierungssequenz am 3’-Ende (Boeke & Stoye
1997) und zwei offene Leserahmen. Der ORF-1 ist wenig charakterisiert,enthalt aber RNA-
Bindungsdomanen mit Leucin-Zipper oder Zinkfinger Motiv. Der ORF-2 codiert fir eine RT.
(nur 21% Homologie zur retroviralen RT) (Dombrovski et al. 1991; Covey, 1986; Holmes et
al. 1992; Ivanov et al. 1991).

Mit etwa 106 Kopien machen die drei existierenden LINE-Familien (L1-L3) etwa 20% des
humanen Genoms aus (Li et al., 2001). Allerdings gibt es nur in der L1-Familie 30-60 aktive
Elemente (Sassman et al. 1997), wobei die anderen Familien durch Punktmutationen oder
Deletionen inaktiv sind (Hutchinson et al. 1989).

Die aktiven Elemente der L1-Familie kdnnen sowohl in der Keimbahn (Katzir et al., 1985;
Kazazian et al., 1988; Bratthauer and 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) in
somatischen Zellen (Morse et al., 1988; Miki et al., 1992), als auch im Gehirn gefunden
werden (Muotri et al., 2005).

LTR-Retrotransposons:

LTR-Retrotransposons &hneln Retroviren, kodieren jedoch fir kein env-Gen. Sie sind somit
wie SINE'’s, LINE’s und Retroposons nicht infektios. Auch besitzen sie, wie die Retroviren,
flankierende LTRs, welche die Promotorelemente beinhalten (Lower et al. 1996), eine
Primerbindungsstelle (PBS), einen Polypurintrakt (PPT), und sie kodieren fur ein pol-Gen,
welches die RT beinhaltet und fir ein gag-Gen, welches eine Kapsidpartikelbildung
ermdglicht. Die transkribierte RNA kann durch das Verpackungssignal g (psi site) in diese
virusdhnlichen Partikel (viruslike particles, VLP) inkorporiert werden (Léwer et al. 1996). Da
die LTR-Retrotransposons somit sehr groRe Ahnlichkeiten zu Retroviren besitzen, werden
sie entweder als evolutionare Vorlaufer oder deletierte Uberreste von Retroviren angesehen
(Temin 1980; Lower et al. 1996).
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Retroviren:

Retroviren zeigen einen identischen Aufbau zu Retrotransposons. Zusatzlich kodieren sie fur
ein env-Gen, welches fir die Bildung eines Hullproteins verantwortlich ist und die Aufnahme
in die Wirtszelle vermittelt.

1.2 Retroviren

Die komplexesten Vertreter der Retroelemente stellen die Retroviren dar. Peyton Rous
entdeckte 1911 mit dem Rous-Sarkom-Virus den ersten Vertreter dieser Virenklasse. Aus
einem an einem Sarkom erkrankten Huhn stellte er ein zellfreies Filtrat her und injizierte es in
gesunde Kiken, die daraufhin ebenfalls maligne Tumore des gleichen Typs entwickelten. Er
fand heraus, dass das filtrierte Extrakt aus Gefliigelsarkomen ein Tumorvirus, das nach ihm
benannte Rous-Sarkom-Virus (RSV), enthalt. J.J. Bittner identifizierte 1936 das Mouse
Mammary Tumor Virus (MMTV) als den Ausldser von malignen Milchdrisenerkrankungen
der Maus. Das auf3ergewthnliche Merkmal dieser Virenklasse ist die mdgliche vertikale
Ubertragung tber die Keimbahn an Folgegenerationen.

Bei den Retroviren verlauft der FluR der genetischen Information in umgekehrter Richtung:
RNA — DNA Provirus — RNA. Erst 1970 fanden Temin und Baltimore das hierfir
notwendige Enzym, die reverse Transkriptase, welches in der Lage ist, DNA aus einer RNA-
Matrize zu transkribieren. Diese Aktivitdt hat den Retroviren ihren Namen verliehen. 1980
beschrieb Robert Gallo mit dem humanen T-Zell-Leukamie Virus (HTLV) ein Retrovirus,
welches beim Menschen T-Zell-Leukédmien verursachen kann. Doch nicht alle Retroviren
verursachen Krebs. Die humanen Immundefizienzviren (HIV-1 und HIV-2) verursachen zum
Beispiel AIDS (Gallo et al. 1984).

Retroviren besitzen ein Genom von 7-12 kB und sind in der Lage, durch den Besitz des vom
env-Gen kodierten Hullproteins, nach Verlassen einer Zelle neue Wirtszellen durch
rezeptorvermittelten Eintritt zu infizieren (Lower et al. 1996). Evolutionar leiten sich die
Retroviren wahrscheinlich von LTR-Retrotransposons ab (Abb 1.1) (Temin 1980). Anhand
der Genomstruktur kann man eine Unterteilung in zwei gro3e Gruppen, die einfachen - und
die komplexen Retroviren, vornehmen (Vogt 1997). Prinzipiell enthalten alle Vertreter drei
kodierende Bereiche, welche die strukturellen und enzymatischen Grundbausteine liefern
(Vogt 1997). Somit ist die Genomorganisation 5’LTR-gag-prt/pol-env-3'LTR fur alle
Retroviren gultig (Coffin 1996) und reprasentiert gleichzeitig die einfachsten Vertreter (y-Typ
Retroviren der Sauger und Vogel; Abb. 1.2). Im Gegensatz dazu stellen z.B. HIV oder HTLV
komplexe Retroviren dar. Diese besitzen zusatzliche Gene, die durch alternatives SpleiRen
entstehen, und kodieren fir Proteine, welche Funktionen wie z.B. Verstarkung der
Transkription des Provirus (Coffin 1996) oder Hemmung bzw. Abbau retroviraler
Restriktionsfaktoren (Goff 2004) tbernehmen.

Die LTRs, welche die proviralen Gene beiderseits begrenzen, setzen sich aus je einer U3, R
und U5 Region zusammen. Die U3 Region der 5'LTR beinhaltet den retroviralen Promotor
bzw. generell die cis-aktiven Kontrollelemente (Rabson & Graves 1997). Der transkriptionelle
Start erfolgt unmittelbar am 5’Ende der R-Region der 5’LTR, nach Bindung von mehreren
zellularen Transkriptionsfaktoren an U3 (Cap Site; Coffin 1996, Rabson & Graves 1997). Die
Transkription endet am 3'Ende der 3'LTR nach Polyadenylierung am poly(A)-Signal (Coffin
1996). Die U5 Region besitzt keine regulatorischen Eigenschaften, stellt aber einen sehr
wichtigen Bestandteil der reversen Transkription dar (Coffin 1996).
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Retroviren besitzen gegeniiber anderen Viren charakteristische Eigenschaften:

» Diploides Genom

» Synthese und Prozessierung durch zelleigene Transkriptionsmaschinerie

» Assoziation des Genoms mit zelleigener tRNA an die PBS, welche der Replikation dient
>

(+)-Strang RNA-Genom, welches sofort nach Infektion als Matrize zur Proteinsynthese
dient

Sie besitzen eine Hulle, welche sich von der Zytoplasmamembran der Wirtszelle ableitet. Ihr
Durchmesser betragt 80-100 nm (Nermut & Hockley 1996) und sie verfigen Uber eine
einheitliche Virionstruktur (Abb. 1.2) Die Huille oder Membran ist mit viruseigenen
Glykoproteinen besetzt, welche Produkte des env-Gens sind (Vogt 1997). Nach innen wird
diese Membran komplett mit der Matrix ausgekleidet, womit auch ein Teil der Glykoproteine
verknlpft ist. Das Kapsid, welches den Kern des Virions darstellt, kann entweder zylindrisch,
isokaedrisch oder konisch geformt sein (Nermut & Hockley 1996). Es enthalt neben den
retroviralen Enzymen Reverse Transkriptase (RT), Integrase (IN) und Protease (PRO) den
Ribonukleoproteinkonplex, der sich aus viralem RNA Genom und Nukleokapsid
zusammensetzt.

LTR

e TR
'4 ¥ Y

Matrixprotein (MA) Protease (PRO) Hillproteine:
Kapsidprotein (KA) Integrase (IN) + Transmembrananteil (TM)
Nukleokapsid (NK) Reverse Transkriptase (RT) « Oberflachenanteil (SU)

Hillmembran

SuU

Abbildung 1.2: Genomische Struktur eines einfachen Retrovirus sowie Organisation
eines Virions.

Die viralen Genprodukte (gag, pro/pol, env) sind farblich dargestellt und entsprechend im
Virion (unten) wieder zu finden. Die zwei RNA-Strange sind innerhalb des Kapsids im Virion
mit den Nukleokapsidproteinen assoziiert. Die umschliel3ende Hillmembran entstammt der
Zytoplasmamembran der Wirtszelle (Abgeandert nach Vogt 1997)
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Der Replikationszyklus eines Retrovirus ist in Abb. 1.3 schematisch dargestellt.

Anheften des Virions an einen zellularen
Oberflaichenrezeptaor

Verschmelzen der viralen Hullmembran
mit der Zytoplasmamembran, Eindringen
des viralen Kapsids

Reverse Transkription der viralen RNA zu
DNA innerhalb des Kapsids (= Reverse
Transkriptase)

Eindringen der DNA in den Zellkern
Integration der DNA an zufalliger Stelle in

das Wirtsgenom (= Integrase)

Synthese viraler RNA durch zelluldre

RNA Polymerase I, integriertes Provirus

dient als Template
Synthese der viralen Proteine
Zusammenlagerung des Virions und

Knospung aus Zytoplasmamembran

Proteolytische Prozessierung der Kapsid-

proteine (= Protease)

Abbildung 1.3: Replikationszyklus eines Retrovirus.
Abgeéandert nach Modrow & Falke 1997.

Dieser ist eine Verknupfung viraler (reverse Transkription, Integration) und zellularer
Mechanismen (Transkription, Translation) (Coffin 1996).

Bei einer Infektion einer Wirtszelle findet eine hochspezifische Interaktion zwischen den
Oberflachenrezeptoren der Zelle und den Glykoproteinen des Virus statt, welche somit eine
wichtige Determinante der Wirtsspezifitat ist (Vogt 1997). Im Anschluss erfolgt die reverse
Transkription innerhalb des Kapsids. Wahrend dieser DNA-Synthese springt die RT vom 5’
Ende zum 3’ Ende der RNA-Matrize, wobei die provirale LTR Struktur (sowohl 5" als auch 3’
U3-R-U5) wieder hergestellt wird (Vogt 1997). Der nachste Schritt ist die zufallige Integration
dieses Provirus in das Genom der Wirtszelle. Damit wird es fester Bestandteil der
neuinfizierten Zelle und bei jeder Zellteilung mitrepliziert (Coffin 1996). Diese Infektion ist
permanent, da die Zelle keinen Mechanismus besitzt das Provirus wieder zu entfernen
(Coffin 1996). Nach der Infektion des Provirus wird die Transkription durch die LTR
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gesteuert, deren Aktivitdt abhdngig von dem infizierten Zelltyp ist und somit auch den
Wirtstropismus bestimmt (Ruddell 1995, Palmarini et al. 2000). Infizierte Zellen missen bis
auf die Virusproduktion keinerlei Veranderungen, wie z.B. einen zytopathischen Effekt,
zeigen (Coffin 1996). Trotzdem stellt die Integration an sich einen mutagenen Vorgang dar
(Vogt 1997).

1.2.1 Virusklassifikation

Eine grobe Einteilung der Retroviren wird aufgrund der Genomstruktur vorgenommen. Hier
kann man einfach aufgebaute y-Typ Retroviren (PERV, MLV) von komplexen Viren wie z.B.
HIV unterscheiden. Wahrend erstere die Genomstruktur 5'LTR-gag-prt/pol-env-3'LTR
besitzen, codieren die komplexeren Viren fiir zusatzliche, akzessorische Proteine.

Die Klasse der Retroviren wird nach dem ,International Committee on Taxonomy of Viruses*
(ICTV 2006) in sieben Genera eingeteilt (Tabelle 1.1). Diese basieren auf dem
Verwandtschaftsgrad der homologen Sequenzen des Genoms und auf der Fahigkeit
onkogen zu wirken.

Anzahl offene

Genom Vertreter Eigenschaften
Leserahmen
-< 8kB Aviares Leukosevirus (ALV) - Onkogen
Alpharetroviren 4
- einfach - C-Typ

- Virionenzusammenbau

_ ->10kB Maus Mammary Tumor Virus (MMTV), intrazytoplasmatisch,
Betaretroviren >4 . )
- einfach Mason Pfizer Monkey Virus (MPMV) - Onkogen
-C-Typ
_ -> 8kB Maus Leukemie Viren (MLV), - Onkogen
Gammaretroviren 4 . )
- einfach Porzine Endogene Retroviren (PERV) -C-Typ

- Virionenzsammenbau

T-Zell Leukemie Virus 1 und 2 des an der Zellmembran,

->10kB Menschen (HTLV-1/-2)
Deltaretroviren >4 - Onkogen
- einfach Humanes endogens Retrovirus K
-B-Typ
(HERV-K)
-A-Typ
} _ ->10kB Walauge Dermal Sarcoma Virus
Epsilonretroviren >4 - C-Typ
- komplex (WDSV)
- Virionenzusammenbau
->10kB
Spumaretroviren >4 Humanes Foamyviruis (HFV) an der Zellmembran
- komplex
- B-Typ
- > 10kB
Lentiviren >4 Humanes Immundefizienz Virus (HIV) -C-Typ
- komplex

Tab. 1.1: Klassifikation der Retroviren

Eine é&ltere, aber immer noch verwendete Klassifikation beruht auf morphologischen
Eigenschaften der viralen Partikel auf elektronenmikroskopischer Ebene. Hiernach werden
vier Typen unterschieden (Teich 1984):
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A-Typ: Diese Viren konnen intrazellular nachgewiesen werden, zeigen aber keine
Infektitsitat (z.B.: ALV, HERV) (vgl. Abb. 1.4).

B-Typ: Die Partikel dieser Viren bilden intrazytoplasmatische toroidale Strukturen an der
Stelle der Knospung und elektronendichte Kerne in reifen Partikeln aus (z.B.: MMTV) (vgl.
Abb. 1.4).

C-Typ: Diese Viren zahlen zu den am meisten isolierten Retroviren. Bis zum Knospen der
Viren aus der Wirtszelle ist bei diesem Typ keine zytoplasmatische Virusstruktur erkennbar.
Die reifen Partikel besitzen einen zentral gelegenen, elektronendichten Kern (vgl. Abb. 1.4).
Die Lentiviren (HIV) und die Retroviren der Vdgel und Sauger sind zwei Untergruppen der C-
Typ-Viren.

D-Typ: Diese Viren zeigen ahnliche Strukturen wie die B-Typ Viren, bei den reifen Partikeln
sind die ,Spikes* auf der Oberflache der Virionen allerdings kiirzer (z.B.: MPMV) (vgl. Abb.
1.4).

C-type

Alpha- Gamma-
retrovirus retrovirus

B-type
Beta- MMTV
retrovirus E 2

D-type

M-PMV

©) | {@F
& O

Delta-
retrovirus

CFV i:ﬁ:é:

Spumavirus
Abb.:1.4: Morphologie der Retroviren

(nach De Harven E. 1974)

1.2.2 Endogene Retroviren

Als endogene Retroviren bezeichnet man retrovirale Sequenzen, welche denen exogener
Retroviren im proviralen Zustand entsprechen. Sie sind durch Infektion von Keimzellen stabil
im Genom verankert und werden nach Mendelschen Regeln weitervererbt (Coffin 1996,
Herniou et al. 1998). Evolutionar gesehen gibt es jingst integrierte und altertiimliche ERVs
(Coffin 1996). Man findet diese Sequenzen in allen Vertebraten. Aul3er einiger, wenigen
Ausnahmen (MMTV, JSRV, PERV) sind diese Retroviren aufgrund von Mutationen oder
Deletionen in mindestens einem der Leserahmen nicht mehr in der Lage produktiv zu
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replizieren (Wilkinson et al. 1994). Somit sind sie nicht pathogen fur den Wirtsorganismus
(Coffin 1996). In manchen Fallen kann die Existenz dieser defekten ERVs bzw. die Bildung
der nicht trunkierten Proteine unterschiedliche Wirkungen haben. So bietet z.B. die Bildung
des Env-Proteins Schutz gegen eine Infektion exogener Viren, und zwar genau dann, wenn
diese denselben Rezeptor nutzen (Boeke & Stoye 1997). Zusatzlich kdnnen einige ERVS,
trotz Apathogenitat bei Ma&ausen, Brustkrebs hervorrufen (Coffin 1996) oder durch
Rekombination zwischen einer amphotropen und polytropen Form Leukamie auslésen
(Boeke & Stoye 1997). Neben der Rekombination als méglicher Basis eines Krankheitsbildes
kénnten z.B. auch Protoonkogene durch aktive retrovirale LTRs aktiviert werden und somit
ebenfalls zur Krebsentstehung fiihren (Fan 1990).

1.2.2.1 Humane endogene Retroviren (HERV)

Nachdem das menschliche Genom 2001 komplett sequenziert war (Lander et al. 2001,
Venter et al. 2001), stellte man fest, dass humane endogene retrovirale Sequenzen 8% des
gesamten Genoms ausmachen, das vier- bis achtfache dessen was man urspringlich
angenommen hatte. Eine Klassifikation dieser HERVs wurde anhand von Homologien zu
tierischen Retroviren vorgenommen und in Folge dessen in zwei Klassen unterteilt
(Wilkinson et al. 1994). Die der Klasse 1 (z.B.: HERV-C) ahneln den Gammaretroviren der
Sauger (MLV, PERV), die der Klasse 2 (z.B.: HERV-K) dagegen nahern sich
abstammungsgeschichtlich den Beta- und Deltaretroviren der Sauger an.

Die Expression von HERV-Proteinen findet haufig in entarteten Zellen, wie z.B. Tumorzellen
statt (Lower et al. 1996). Die einzige physiologische Funktion exprimierter HERV-Proteine
konnte man im Fall des Env-Proteins von HERV-W feststellen. Dieses wird als Fusogen
bezeichnet und ausschliellich in Plazentazellen exprimiert, wo es an der Plazentaausbildung
beteiligt ist (Blond et al. 2000). Bislang konnte kein naturlich replizierendes HERV entdeckt
werden. Im Fall von HERV-K, der biologisch aktivsten Gruppe, hat man jedoch etliche,
nahezu komplette Proviren, zum Teil polymorph vorkommend, genomisch gefunden.
Daruber hinaus existiert in der menschlichen Bevolkerung ein ebenfalls polymorph
vorkommendes HERV-K sogar mit intakten offenen Leserahmen fiir alle retroviralen Gene
(HERV-K113) (Tuner et al. 2001). Diese gerade erwéahnten Elemente dienten als Basis zur
Herstellung eines kinstlichen oder ,Vorlaufer* HERV-K durch Vergleich ihrer Sequenzen und
Bildung einer Konsensus-Sequenz (Lee et al. 2007, Dewannieux et al. 2006). Anhand dieser
Proviren konnten zum ersten Mal humane endogene Retroviren bezlglich Replikation,
Morphologie und Infektidsitat naher charakterisiert werden.

Zuvor konnte man lediglich die von der Teratokarzinom-Zelllinie GH produzierten HTDV-
Partikel mit HERV-K Sequenzen dieser Zellen in Verbindung bringen (Léwer et al. 1984,
Lower et al. 1993). Antikdrper, die gegen rekombinant exprimiertes HERV-K Gag gerichtet
waren, zeigten eine spezifische Reaktion gegen Proteine des HTDV (Boller et al. 1993,
Léwer et al. 1993).

Die Entdeckung der HERV-K Sequenzen geht auf Ono et al. (1986) zurick. Aufgrund von
Sequenzhomologien zu MMTV sowie zu IAPs (intrazisternale A-Partikel) konnte eine
Konsensussequenz ermittelt werden, welche das Prototyp HERV-K darstellt. Diese ist etwa
9,5 kb grof3 ist, wird von zwei 968 bp groRen LTRs flankiert und enthalt eine PBS flr eine
Lysin (K) tRNA, wovon sich der Name ableitet (Ono et al. 1986). Im menschlichen Genom
findet man etwa 30-50 Kopien dieser Proviren (Ono et al. 1986) sowie ca. 25.000 solitare
LTRs (Leib-M6sch et al. 1993), welche durch Rekombination der 5’- und 3'LTR des gleichen
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Virus entstehen. Die Gene gag, pro und pol liegen in drei Uberlappenden Leserahmen und
bendtigen fir die richtige Translation des Gag-Pro-Pol-Vorlauferproteins zwei
Leserasterschiibe. Man unterscheidet HERV-K-Typl und -Typ2, wobei Typl sich durch
Fehlen eines 292bp groBen Teil des aminoterminalen Endes des env-Leserahmens
auszeichnet (Lower et al. 1995). Dadurch werden die pol- und env-Gene als Fusionsprotein
translatiert, was zu einem vorzeitigen Stopcodon im env fuhrt. Das env-Gen des Typs2
hingegen wird zu subgenomischem env und zwei kurzen mRNAs gespleif3t (Léwer et al.
1995) (Abb. 1.5, links). Eine dieser doppeltgespleisten mRNA codiert flr das 14 kD groR3e
Rec (oder cORF) Protein, das im Nukleolus vorliegt. Dieses vermittelt, vergleichbar zu den
Proteinen Rev/Rex von HIV/HTLV, den Export gespleil3ter und unvollstdndig gespleil3ter
viraler RNA vom Kern ins Zytoplasma (Magin et al. 2000, Magin-Lachmann et al. 2001). Im
Fall des Typl HERV-K findet ausschlie3lich in Tumorgeweben und entarteten Zellen ein
SpleiRen der env-Region statt, was in dem 9 kD grof3en Np9 Protein resultiert (Armbruster et
al. 2002). Dieses spielt vermutlich eine Rolle in der Tumorgenese (Armbrister et al. 2004).

T T T T T T 1
1 2 k] 4 s 1Y 7 R 9 10 kh z i
HERV-K, type 2 env and 3°-L TR sequence

0 1
C— | env LTR
Provirus = Lj I [ |
—
| |

LTR ———{] L) SD b SA
Transeripts ~~ -
—
full length
; HERV-K, type | env and 3"-LTR sequence
eny —_— e ——————
RS S El env | LTR
A292 bp
rec —_— e < —
e = S SD at SA
np9 —ﬂ
“LSKD m——— - o— P EL____ " 3 |

Abbildung: 1.5 Genomstruktur HERV-K (Typl und Typ2)

Links ist die genomische Organisation eines HERV-K(Typ2) abgebildet. Darunter die nach
Transkription entstehenden, unterschiedlich gespleidten, RNAs (VolllAngen-RNA zur
Verpackung in das Viruspartikel, das env-Transkript, das rec-Transkript und ein weiteres
Transkript); Rechts der SpleiBunterschied von Typ2 und Typl HERV-K, was zum Einen in
Rec resultiert und zum Anderen in NP9; Ursache hierfir ist eine 292bp grof3e Deletion am
5’Ende des env-Leserahmens und die Nutzung einer alternativen Splei3stelle (SD“a“)
(Bannert & Kurth 2004).

1.2.2.2 Porzine endogene Retroviren (PERV)

Die ersten y-Retroviren des Schweins wurden in Nierenzellkulturen entdeckt und als porzine
endogene Retroviren (PERV) bezeichnet (Armstrong et al. 1971; Todaro et al. 1973). Erst im
Jahr 1997 wurde durch Patience et al. gezeigt, dass diese Viren in der Lage sind,
menschliche Zellen zu infizieren. Basierend hierauf erfolgte eine molekulare
Charakterisierung von PERV (Czauderna et al. 2000).

Durch Infektionsstudien mit Uberstanden der porzinen Zelllinien PK15 und MPK, welche C-
Typ Retroviren freisetzen (Armstrong et al. 1971; Torado et al. 1973; Moening et al. 1974)
wurde gezeigt, dass Viren, produziert von PK15 Zellen, in der Lage sind Zellen
verschiedener Spezies, auch humane, zu infizieren (Patience et al. 1997). Die Viren, welche
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aus Uberstanden der MPK Zelllinie stammten, waren nur in der Lage wiederum porzine
Zellen zu infizieren. Dieses Wissen konnte durch Pseudotypisierungsstudien mit MLV-
Partikeln erweitert werden (Takeuchi et al. 1998). Zusatzlich konnte auch gezeigt werden,
dass PERYV primare humane Endothelzellen produktiv infizieren kann (Martin et al. 2000).

Mittlerweile ist bekannt, dass es vier verschiedene PERV-Klassen gibt, welche sich im
Wesentlichen in der env-Region unterscheiden und unterschiedliche Wirtsspezifitdten
besitzen (Le Tissier et al. 1997, Akiyoshi et al. 1998, Takeuchi et al. 1998, Patience et al.
2001). Das Wirtszellspektrum wurde durch Pseudotypisierungsversuche bestimmt. PERV-A
und -B besitzen polytrope Eigenschaften, d.h. sie kdnnen verschiedene Zellen/Zelllinien
unterschiedlicher Spezies infizieren. PERV-C dagegen besitzt ekotrope Eigenschaften und
weist somit ein auf porzine Zellen beschrénktes Wirtsspektrum auf (Takeuchi et al. 1998).
Von PERV-D kennt man bisher nur eine 275 nt groR3e env-Sequenz (Patience et al. 2001),
wahrend PERV-A, -B und -C bereits vollsténdig charakterisiert wurden (Czauderna et al.
2000; Krach et al. 2001, Niebert et al. 2002, Preul et al. 2006). Aufgrund weiterer, allerdings
nicht infektidéser y-Retroviren des Schweins wurden die infektiosen PERV-A, -B und PERV-C
nach einer neueren Nomenklatur (Patience et al. 2001) in der Klasse y1 zusammengefasst.

Mit Hilfe einer BAC (kunstliche bakterielle Chromosomen) Bibliothek konnten aus dem
Genom der ,Weil3en Landrasse* sechs intakte Proviren der Klassen A und B nachgewiesen
werden. Dabei beherbergen die meisten der 30-50 Integrationsorte fur PERV im
Schweinegenom defekte Proviren (Le Tissier et al. 1997; Akiyoshi et al. 1998; Niebert et al.
2002). Bislang konnte lediglich ein intaktes PERV-C Provirus mit Hilfe einer genomischen
Phagenbibliothek der Zelllinie MAX-T (aus d/d-haplotyp Miniaturschweinen) isoliert und
charakterisiert werden (Preuf3 et al. 2006).

Evolutiondr gesehen sind PERV etwa 7,5 Millionen Jahre alt und haben ihren Ursprung
wahrscheinlich in Afrika (T6njes et al. 2003, Niebert et al. 2004). Damals erfolgte die
Artentrennung in die heutigen Schweine und deren nachsten Verwandten, den in Amerika
lebenden Peccaries (Tonjes et al. 2003). PERV-A und PERV-B findet man bei allen
Suiformes (Nicht-Wiederkauer oder Schweineverwandte) bis ins Plioz&n, wobei PERV-C nur
in engen Verwandten des Wildschweins innerhalb des Holozans gefunden werden kann
(Niebert et al. 2004). Wahrscheinlich ist PERV-C durch Rekombination mit einem
unbekannten ,Verwandten® vor etwa 1,5 Millionen Jahren entstanden (Niebert et al. 2004)
und stellt somit den jingsten Vertreter der PERV-Familie dar.

1.3 Xenotransplantation

Die Xenotransplantation ist definiert als Verpflanzung lebender Zellen oder Organe zwischen
zwei Spezies. Aufgrund der grofl3en Diskrepanz zwischen verfligbaren Organen und darauf
wartenden Patienten ware die Nutzung tierischer Organe eine Alternative, zumindest bis ein
entsprechendes Allotransplantat zu Verfigung steht. Stammesgeschichtlich kommen als
geeignete Organspenderspezies besonders Primaten in Betracht. Diese sind jedoch nicht in
ausreichender Zahl unter den erforderlichen hygienischen Bedingungen zu zichten und
stellen zudem, aufgrund ethischer Bedenken, keine Alternative dar. Zusatzlich besteht
aufgrund der nahen Verwandtschaft zum Menschen ein hohes Risiko der Infektion und somit
zur Ausbildung von Zoonosen (vgl. HIV-1) (Gao et al. 1999).

Als das am Besten geeignete Organspendertier fir den Menschen wird das Schwein
angesehen, u. a. wegen der dhnlichen physiologischen Organe und Anatomie. Dabei stellt
die immunologische AbstoRung die grofdte Hirde fiir den Einsatz solcher porziner Organe
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dar. Zeitlich und mechanistisch treten drei unterscheidbare Abstol3ungen auf, die hyperakute
AbstoBungsreaktion (HAR), die akut vaskulare (AVR) und die zellulare AbstoRung (CXR).
Um porzine Organe wirklich in der Klinik einzusetzen, gilt es diese auftretenden
AbstolRungsreaktionen zu Uberwinden. Am Vielversprechendsten werden hier transgene
Modifikationen angesehen.

Die Ursache der HAR bilden hauptséchlich im Menschen natlrlich vorhandene Anti-Gal
Antikorper, die gegen die al,3-Gal-Epitope (Galili et al. 1985) porziner Epithelien gerichtet
sind und zur Folge haben, dass nach Bindung die Komplementkaskade Uber den
klassischen Weg, induziert wird (Platt et al. 1991). Um diese Situation zu Gberwinden und die
Expression des porzinen Hauptantigens fir die HAR und AVR, das al,3-Gal-Epitop,
dauerhaft zu unterbinden, wird die Erzeugung von al,3-Gal defizienten Schweine
angesehen. AufRerdem gibt es bereits Schweine, die Transgene fir die Regulation der
Komplementkaskade tragen, um diese zu inhibieren. Diese sind CD46 (MCP, membrane
cofactor protein), CD55 (DAF, decay-accelerating factor) und CD59 (inhibitor of membrane
attacking complex (MAC)) (Abb.: 1.6).

Ag-Ak Ag-Ak g1 = C1q +2C1r +2C1s

\C{q/ alternativer Weg
‘i, c3
Clr—Cir [;33_,1
1:' o C3b + Faktor B
Cis—» L‘.:is """""""" ; Faktor D
v C2 \ Ba
C4 Tpmbl- C4bC2~* C4bC2b = C3-
Cda e Konvertase C3bBb

C3 o C3b

[EI Cibgzebr c3bBbp Properdin
-m il
I@ —] = C5-Konvertase

: C6C7C8C9
v /
05 ——>C5b SAA N poh.06-C7-C8-CY-

klassischer Weg

C5a T Komplex
[= C5b—9-Komplex,
MAC

Ag = Antigen; Ak = Antikdrper _ _ ' _
durchgezogene Pfeile = Umformung der Komponenten; unterbrochene Pfeile = Richtung ihrer Wirkung
Hemmung

Abbildung 1.6: Ubersicht Giber den Verlauf der Kompl ~ ementkaskade.

CD55 (DAF), CD46 (MCP) und CD59 sind komplementregulierenden Faktoren, die die
Aktivierung der Komplementkaskade an den dargestellten Punkten hemmen kénnen (aus
Xenotransplantation, Helmut Grimm, Schattauer Verlag, Stuttgart, 2003)

Die Ursache der AVR basiert auf Aktivierung von xenogenen Endothelzellen durch Nicht-
anti-aGal-Antikdrper (NGA) (Schuurman et al. 2003), welche sich innerhalb von Tagen bis
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Wochen nach Xenotransplantation bemerkbar macht (Bach et al. 1996). Als Hauptantigene
werden hier Kohlenhydratverbindungen mit einem terminal gebundenen N-
Glycolylneuraminséure-Rest verantwortlich gemacht (Zhu & Hurst 2002). Diese Strukturen
werden auf menschlichen Zellen nicht exprimiert und 85% aller Menschen tragen natirliche
Antikorper gegen diese Reste (Zhu & Hurst 2002). Zusatzlich konnen diese NGAs auch
zytolytisch wirken (Dehoux et al. 2003).

Prinzipiell bewirkt die Bindung dieser Antikbrper an das Xentransplantat die Infiltration von
naturlichen Killerzellen (NK) und von Makrophagen. Hier spielen vor allem, im Gegensatz zur
HAR, IgG-Antikérper eine wichtige, synergistische Rolle. Sie verstarken zusammen mit den
NK, die Aktivierung der Endothelzellen, wodurch es letztendlich unter Mitwirkung von
Chemokinen (IL-8, MCP-1), Adhasionsmolekilen (E-Selektin, ICAM |, VCAM | und Faktor
VIl/Vlla-Rezeptor) und weiteren Zellen des Immunsystems (Leukozyten, Monozyten und
neutrophile Granulozyten) zur Induktion der Gerinnungskaskade kommt, was zum Absterben
des Xenotransplantats fuhrt.

Eine Ubersicht der relevanten Vorgange der xenogenen Endothelzellaktivierung und somit
der AVR ist in Abbildung 1.7 dargestellt.

Sekretion von TNF-a,INF-y,IL-1B

Bindung a1,3 Gal AntikGrper
oder NGA (hauptsichlich 1gG)

Thrombusbildung

Bindung
von
Leukozyten

ICAM-1  VCAM-1

/

Aktivierung

e

Xenogener Endothelzellverband mit Kollagenmatrix/

Abbildung 1.7: AVR in der xenogenen Situation.

Die Bindung der NGA Antikorper induziert eine Aktivierung der porzinen Endothelzellen.
Dadurch kommt es auf der Zelloberflache zur verstarkten Expression von ICAM | und VCAM
I, was zur Bindung humaner Leukozyten mit anschlie@ender Thrombusbildung fuhrt. Die
Verstarkung dieser Aktivierung erfolgt durch Sekretion von Cytokinen durch stimulierte
Monozyten und NK.

Porzine Zellen sind braun, humane Zellen rot oder tirkis dargestellt (aus Dissertation Dr.
Bjorn Petersen, 2004)
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Die zellulare AbstoRung bildet zeitlich gesehen die letzte eintretende Abwehrreaktion. Sie
beruht auf einer Aktivierung von T-Zellen im Empfangerorganismus. Dies geschieht
entweder direkt durch antigenprasentierende Zellen (APC) oder indirekt durch Phagozytose
xenogener Proteine und anschlieBender Prasentation tber MHC-Klasse-lI-Molekiile. Beide
Wege fiihren zur Schadigung des Xenotransplantats, entweder durch Ausschittung von
Zytokinen (TNF-a oder TNF-B) oder durch die Aktivierung von CD8-positiven T-Zellen zu
zytotoxischen T-Zellen (Janeway 1997).

Nach Transplantation eines Schweineherzens in einen Pavian konnte ein Uberleben des
Empfangertiers bis zu 137 Tagen erreicht werden, ohne dass Symptome einer HAR
beobachtet wurden (McGregor et al. 2003). Allerdings war dies neben dem transgenen
Spendeorgan vor allem den hohen Dosen an Immunsuppressiva zu verdanken, welche dem
Empfangertier verabreicht wurden. Das Ziel ist es verbesserte transgene Organe (z.B.
bezuglich Starke und Dauer der Expression des Transgens) und multitransgene Organe zu
verwenden, wodurch neben der HAR auch die nachgeschalteten AbstoRungsreaktionen
unterdriickt werden sollen.

Momentan werden neben den Transgenen zur Regulation der Komplementkaskade weitere
Transgene verwendet und getestet. Dabei handelt es sich z.B. um das humane
Thrombomodulin, welches nach Bindung an Thrombin die Koagulation verhindert, welche bei
aktivierten xenogenen Endothelzellen verstarkt eintritt. Ein weiteres verwendetes Transgen
ist TRAIL (tumor necrose factor related apoptose inducing ligand), von welchem gezeigt
wurde, dass es die primare T-Zell vermittelte Abstol3ung von Hornhaut-Allotransplantaten
inhibiert (Xie et al. 2003).

1.3.1 Xenotransplantation und PERV

Da bei einer Transplantation dem Empfanger andauernd Immunsuppressiva verabreicht
werden, um eine AbstoRung des Spenderorgans zu verhindern, besteht im Falle einer
Xenotransplantation die Gefahr einer Infektion mit nicht arteigenen Erregern und im
schlimmsten Fall die Gefahr einer Zoonose (Michaelis et al. 1994; Stoye & Coffin 1995;
Fishman 1997). Porzine endogene Retroviren, welche feste Bestandteile des Genoms der
Schweine sind, kénnten nach erfolgter Xenotransplantation als infektibse Partikel in den
Korper des Rezipienten gelangen und dort eine Krankheit auslésen. Dieses Szenario wir
durch die Tatsache unterstitzt, dass PERV in vitro in der Lage ist, humane Zellen zu
infizieren (Le Tissier et al. 1997; Patience et al. 1997). Stammen diese Partikel aus einem
Organ eines transgenen Schweins, sind sie zusatzlich mit Molekllen auf ihrer Oberflache
bestiickt, die sie fir das menschliche Immunsystem nicht als fremd bzw. pathogen
erscheinen lassen (Takeuchi et al. 1996). Dadurch wird das Infektionsrisiko erhoéht. Im
Schwein selbst konnte bis dato noch keine Krankheit diagnostiziert werden, die mit PERV
assoziiert ist. Allerdings wurde Kkirzlich berichtet, dass in Melanomen bestimmter
Miniaturschweine eine hohere PERV Expression gefunden werden kann als in anderen
Geweben oder Organen des entsprechenden Schweins (Dieckhoff et al. 2007).

Trotzdem ist es unklar, welche Folgen eine potentielle Infektion eines Menschen zur Folge
hatte. PERV ist z.B. nicht in der Lage in allen Zellen zu replizieren, die es in vitro infiziert, so
beispielsweise im Fall von nicht-humanen priméren Primatenzellen (Ritzhaupt et al. 2002).

Zu therapeutischen Zwecken wurden Patienten schon mit lebenden porzinen Geweben
behandelt, worauf sich keinerlei Hinweise auf eine Infektion mit PERV einstellten. Dasselbe
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gilt fur Personen, die berufsbedingt standig mit porzinem Blut und Gewebe in Kontakt
gekommen sind. Allerdings konnte man in manchen Fallen Mikrochimarismen feststellen
(Heneine et al. 1998; Patience et al. 1998; Paradis et al. 1999; Dinsmore et al. 2000). Hier
waren jedoch die Patienten bzw. die Personen nicht immunsupprimiert, was bei einer
potentiellen Xenotransplantation mindestens fur einige Monate der Fall wére.

In einem Tiermodell mit NOD/SCID (non-obese diabetic/severe combined immunodeficiency)
Mausen konnte jedoch sowohl eine PERV-Infektion als auch PERV-Expression in
verschiedenen Geweben, nachgewiesen werden, nachdem eine Xentransplantation mit
porzinen Inselzellen durchgefiihrt worden war (van der Laan et al. 2000). Da jedoch eine
SCID-Maus lber kein Immunsystem verflgt, spiegelt diese Situation nicht den
immunsupprimierten Status eines potentiellen Xenotransplantatrezipienten wider. Zuséatzlich
wurde diese Studie durch folgende Publikationen widerlegt. Dabei wurden einerseits
ebenfalls diabetischen Nacktmausen und auch immunsupprimierten Ratten Inselzellen
transplantiert. Ein PERV Nachweis in den verschiedenen Geweben der entsprechenden
Tiere gelang nicht (Goto et al. 2004). In einer weiteren Arbeit wurden porzine
Knochenmarkszellen parallel mit humanen, fetalen Thymus- und Leberzellen diabetischen
Nacktméausen transplantiert, wobei eine PERV Infektion nachweisbar war. Hier war allerdings
der Infektion eine Pseudotypisierung mit xenotropem MLV der Maus vorausgegangen, so
dass es sich in diesem Fall nur um eine indirekte PERV-Infektion handelte (Yang et al.
2004).

Eine direkte Infektion humaner Zellen, verursacht durch PERV, konnte nach Transplantation
porziner Zellen oder Geweben bisher nicht gezeigt werden.

Im Fall einer Ubertragung von PERV auf den Menschen findet ebenfalls eine Rekombination
mit humanen endogenen Retroviren (HERV) so gut wie nicht statt (Patience et al. 2003).
Trotzdem kann eine mogliche Zoonose nicht ausgeschlossen werden, wie eine
Pseudotypisierungsstudie mit den PERV Klassen A, B und C zeigte (Lavillette & Kabat
2004).

1.4 Retrotransposition von Retroviren

Als Transposition wird der Transport eines DNA-Elementes von einer Position innerhalb des
Genoms einer Zelle zu einer anderen bezeichnet. Dabei verbleibt das DNA-Element
entweder an seiner urspringlichen Stelle und eine Kopie davon wird an einen anderen Ort
transponiert (copy and paste) oder das Element an sich transponiert (cut and paste) (Prak
und Kazazian 2000). Eine Retrotransposition ist eine ,copy and paste” Transposition tber
RNA-Intermediate mit anschlieBender reverser Transkription und willkrlicher Integration an
einem anderen Ort des Genoms. Diese wird potentiell von allen RT-haltigen Retroelementen
(LINE-Elemente, LTR-Retrotransposons und Retroviren) durchgefiihrt (Prak und Kazazian
2000). Der genaue Retrotranspositionmechanismus von LTR-Retrotransposons
unterscheidet sich von der retroviralen Replikation nur durch die fehlende Produktion von
infektiosen Partikeln. Dies ist auf die Abwesenheit eines env-Gens zurtickzufiihren (Lower et
al.1996) (Abb.: 1.8), welches dem Virus den Zelleintritt ermdglicht.
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Das Retrovirus (A) verlasst die Zelle und kann aufgrund des Vorhandenseins eines
Hullproteins wieder neue Zellen infizieren. Das LTR-Retrotransposon (B) zirkuliert nur
intrazellular bzw. es besteht beim Verlassen der Zelle keine Mdglichkeit des Wiedereintritts
(verandert nach Lower et al. 1996).

Das murine exogene y-Retrovirus MoMLV (Moloney Murine Leukemia Virus) kann bei
deletiertem env-Gen oder bei kompletter Deletion der viralen Leserahmen durch
Transkomplementation derselben eine Retrotransposition durchfihren (Tchenio und
Heidmann 1991, 1992). Dabei konnen auch extrazellulare Viruskapside durch
elektronenmikroskopische Untersuchungen nachgewiesen werden. Diese Kapside stellen
jedoch keinen Indikator der Retrotransposition dar. Das Vorhandensein dieser so genannten
wvirus like particles” ist zurlckzufihren auf die in trans bereitgestellten Proteine fiir Kapsid
und Enzyme des Virus. Je starker die Expression dieser Virusbestandteile ist, desto grof3er
ist die Anzahl an VLPs und die Aktivitdt an reverser Transkriptase im Zellkulturiiberstand
(Tchenio und Heidmann 1992).

Retroviren hinterlassen gewéhnlich eine 4-6 Basenpaare (bp) umfassende Duplikation an
der Stelle ihrer chromosomalen Integration (Lewinski 2006). Bei PERV und MLV betragen
diese Duplikationen 4bp und im Fall von HIV sind es 5bp (Lewinski 2006).

Zusatzlich existieren u.a. von endogenen Retroviren prozessierte Pseudogene (Pavlicek
2002), wobei es sich um mRNAs derselben handelt, welche, vermittelt durch Proteine von
endogenen LINE-1 Elementen, innerhalb des Genoms transponiert werden. Diese weisen im
Gegensatz zu retrotransponierten Kopien retroviralen Ursprungs keine 4-6 Basenpaare
umfassenden Duplikationen der Zielsequenz auf, sondern unregelméaflige, welche bis zu 18
bp umfassen kdnnen (Tchenio 1993). Zusatzlich verfugen diese Pseudogene Uber
unterschiedlich stark verklrzte 5’-Enden, was auf eine geringe Prozessivitat der reversen
Transkriptase von LINE-1-Elementen zurtickzufiihren ist. Da es sich um revers transkribierte
MRNAs handelt, verfiigen diese in trans retrotransponierten Elemente Gber Poly(A)-Enden.
Handelt es sich dabei um Elemente retroviralen Ursprungs, so fehlt demzufolge die
komplette U5-Region der 3'LTR, da diese nicht Bestandteil der genomischen mRNA ist.
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1.4.1 Retrotransposition und Xenotransplantation

Durch die willkirliche Integration des Retrotransposons stellt dieses eine Gefahr fur die
betreffende Zelle dar. Durch dieses Ereignis konnten Gene zerstdrt oder Onkogene
transkribiert werden, ein Vorgang der als Insertionsmutagenese bezeichnet wird. Im Fall der
nativen Retroviren MLV und PERV wurde gezeigt, dass diese Insertionen in der Nahe von
Transkriptionsstartpunkten und CpG-Inseln erfolgen (Moalic 2006), was die Moglichkeit der
Entartung der Zielzelle erheblich steigert. Je hachdem wie haufig dieses Ereignis stattfindet,
stellt dieser Vorgang auch ein Risiko bei einer potentiellen Xenotransplantation dar. Hier
wirde man zwar Spendertiere verwenden, welche durch entsprechende Ziichtung frei von
replikationskompetenten, infektiosen Retroviren wéaren, allerdings sind nicht alle endogenen
proviralen Elemente aus dem Genom zu entfernen (30-50 Kopien). Dies ware durch
Zichtung nur mdglich, wenn alle chromosomalen Orte dieser Strukturen bekannt waren und
diese sich zusatzlich durch eine polymorphe Verteilung in der Schweinepopulation
auszeichnen wirden (wie im Fall der replikationskompetenten Vertreter). Da dies nicht der
Realitat entspricht, kann auch nach Ausschluss von infektiosen Vertretern durch eine
Komplementation der deletierten Proviren ein infektioses Retrovirus entstehen. Dieses ware
zwar nicht mehr in der Lage weiter zu replizieren, jedoch nach erfolgter Integration fahig zu
retrotransponieren. Dieser Vorgang ware z.B. mdglich, wenn an der Komplementation zum
infektidsen Retroviruses ein env-deletiertes Provirus beteiligt ist.

1.4.2 Integration von Retroviren

Die Integrationsorte von Retroviren sind spatestens nach dem tragischen Fall einer
franzdsischen Gentherapiestudie von 2002 von o6ffentlichem Interesse geworden (Hacein-
Bey-Abina et al. 2003). Im Rahmen dieser Studie wurden Kinder, welche Uber kein
Immunsystem verfligen, einer Gentherapiestudie unterzogen. Das Fehlen des
Immunsystems lasst sich auf einen angeborenen Fehler zuriickfuhren. Im Gen der
Gammakette der Immunglobuline haben sie eine Mutation und sind deshalb nur in
Reinraumen lebensfahig (X-SCID - severe combined immunodeficiency). Im Rahmen dieser
Studie wurden den Kindern Knochenmarkszellen entnommen und ex vivo mit einem
retroviralen Vektor tranzduziert, welcher eine Bereitstellung des normalen Gens, der
Gammakette der Immunglobuline, ermdglicht. Nach Ruckfihrung der entsprechend
transduzierten Zellen waren zunéchst 9 von 11 der an der Studie beteiligten Patienten
geheilt, was als ein Meilenstein der Gentherapie anzusehen war (Hacein-Bey-Abina 2002).
Allerdings entwickelten 3 von 11 Kindern eine Leukamie, was auf den verwendeten
retroviralen  MLV-Vektor und dessen bevorzugte genomische Integrationsorte
zurtckzufhren war.

In diesem Fall, aber auch im Fall einer potentiellen Xenotransplantation, welche ebenso ein
Infektionsrisiko fir den humanen Empfanger und damit auch das Risiko einer
Insertionsmutagenese birgt, ist das Wissen um den bevorzugten Integrationsort der
entsprechenden Elemente essentiell. Eine Studie dazu (Moalic et al. 2006) hat gezeigt, dass
die bevorzugten Integrationsorte von PERV und MLV nahezu identisch sind.
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1.5 Ziele dieser Arbeit

Die vorliegende Arbeit umfasst zwei thematische Schwerpunkte.

Der erste Schwerpunkt liegt auf einer PCR-basierenden Durchmusterung verschiedener
transgener Schweine hinsichtlich der Anwesenheit replikationskompetenter PERV-A und -B.
Zusatzlich sollen PERV-C env-spezifische Anteile per PCR nachgewiesen werden. Dieses
.PCR-,Screening” dient dazu, Schweine zu zichten, die als potentielle Spender von
Xenotransplantaten in Frage kommen, welche frei von replikationskompetenten polytropen
PERV und vor allem frei von ekotropen PERV-C sind. PERV-C stellt aufgrund des
Ekotropismus zwar keine direkte Infektionsgefahr dar, jedoch ist es die Basis einer A/C-
Rekombinante, welche eine wesentlich héhere Infektidsitat im Vergleich zu PERV-A und
PERV-B aufweist. Da diese Rekombination in der Rezeptor Bindedomane stattfindet, ist
diese Variante in der Lage humane Zellen zu infizieren.

Der zweite Schwerpunkt dieser Arbeit soll klaren, ob HERV-K113 und PERV-B(33) in der
Lage sind, sich mittels Retrotransposition intrazellular zu vervielfaltigen. Da sowohl im
porzinen als auch im humanen Genom 30-50 Kopien dieser jeweiligen proviralen Elemente
vorhanden sind, ist es wahrscheinlich, dass einige durch eine Retrotransposition entstanden
sind und nicht ausschlieRlich durch Infektion der Keimbahn. In einem Assay, welcher auf
Zellkultur und Antibiotikaselektion basiert, sollen diese Experimente durchgefiihrt werden.
Dabei werden entsprechende Proviren verwendet, welche mit einer Indikatorkassette (neo™)
fur die Retrotransposition modifiziert sind. Im Fall von PERV wirde eine entsprechende
Aktivitat ein weiteres Risiko nach einer potentiellen Xenotransplantation bedeuten. Bezlglich
HERV-K113 wére es die erste nachgewiesene Aktivitat eines solchen Elementes.

Ein verwandtes y-Retrovirus von PERV, das murine exogene MoMLYV, ist in der Lage diesen
env-unabhangigen Vervielfaltigungsmechanismus auszufiihren und soll in den hier
durchgefiihrten Experimenten als Positivkontrolle dienen.

Als Negativkontrollen sollen gag/pol-Deletionsmutanten der jeweiligen Konstrukte verwendet
werden. Um zu gewéhrleisten, dass alle mit neo™ modifizierten Proviren im gleichen MaR in
den verwendeten Zellen exprimiert werden, sollen alle durch denselben Promotor reguliert
werden. Als Vergleich zu den identisch regulierten Konstrukten und um der realen Situation
eher zu entsprechen, sollen zusatzlich Indikatorkonstrukte hergestellt werden, welche von
den viruseigenen Promotoren reguliert werden.

Die beiden Schwerpunkte dieser Arbeit sind unter dem Gesichtspunkt der Risikoevaluierung
im Rahmen einer potentiellen Xenotransplantation zu sehen.
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2  Material und Methoden

2.1 Organismen

2.1.1 Bakterienstamme

DH5a: Escherichia coli Stamm mit dem Genotyp: F ®80dlacZ AM15A(lacZYA-argF)
U169 deoR recAl endAlhsdR17(r, mk*) phoA supE44 A- thi-1 gyrA96 relAl
(Life Technologies)

DH10B: Escherichia coli Stamm mit dem Genotyp: F* mrcA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)
®80dlacz AM15 AlacX74 deoR recAl endAl araD139 A(ara, leu)7697 galU
galK N rpsL nupG (Life Technologies)

GM2163: Escherichia coli Stamm mit dem Genotyp: F ara-14 leuB6 fhuA31 lacY1 tsx78
glnV44 galK2 galT22 mcrA dcm-6 hisG4 rfbD1 rpsL136(Str¥) dam13
Tn9(Cam") xylA5 mtl-1 thi-1 mcrB1 hsdR2 (NEB)

Topl0: Escherichia coli Stamm mit dem Genotyp: F* mrcA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)
®80dlacZz AM15 AlacX74 deoR recAl araD139 A(ara, leu)7697 galU galK
rspL (Str®) endA1 nupG (Invitrogen)

ToplOF": Escherichia coli Stamm mit dem Genotyp: F{lacl®, Tn10(Tet®)}mrcA A(mrr-

hsdRMS-mcrBC) ®80dlacZ AM15 AlacX74 deoR recAlaraD139 A(ara,
leu)7697 galU galK rspL (Str?) endAl nupG (Invitrogen; One Shot®)

XL1-Blue Escherichia coli mit dem Genotyp: A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)
MRA (P2): 173 end Al supE44 thi-1 gyrA96 relAl lac(P2 lysogen) (Stratagene)

2.1.2
293:

293T:

D17:

Hela:

Saugerzellen

ECACC Nr. 85120602, Adenovirus-5 transformierte epitheliale Nierenzelllinie eines
menschlichen Embryos (Homo Sapiens)

Bei dieser Zelllinie handelt es sich um, von 293 abgeleitete Zellen, zur Produktion
retroviraler Partikel. Die Zellen exprimieren stabil (neo-Selektion) das ,large-T"-
Antigen, was zu einer verstarkten Expression von unter SV40-Promotorkontrolle
stehenden Genen fihrt.

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

ECACC Nr. 85060701, menschliche epitheliale Carcinoma-Zellinie aus dem
Gebarmutterhals (Homo sapiens)
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2.2 Kulturbedingungen der Bakterienstamme

2.2.1 Kulturmedien

Die Medien wurden nach Sambrook et al. (1989) hergestellt. Festmedien wurden mit 1,5%
Agarose (w/v) versetzt.

2.2.2 Kultivierung von Escherichia coli

E.coli wurde in LB-Medium (10 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 10 g/l NaCl, pH 7,0;
autoklaviert) oder TB-Medium (12 g/l Trypton, 24 g/l Hefeextrakt, 4 ml Glyzerin, 17 mM
KH,PO,4, 72 mM K,HPO; autoklaviert), bei 25-37C unter Schitteln (200 rpm), kultiviert.
Transformierte Bakterien wurden durch Zugabe der Antibiotika Ampicillin (50 pg/ul,
Boehringer Mannheim) oder Kanamycin (50 pg/ul, Sigma) selektioniert.

2.3 Zellkultur

2.3.1 Kultivierung von Saugerzellen

Die Zelllinien 293 und HelLa wurden in DMEM, unter Zugabe von L-Glutamin (2 mM),
Penicillin (100 Units/ml) und Streptomycin (100 pug/ml) (SP), NEA (Not Essential Aminoacids)
sowie 10% hitzeinaktiviertem FKS (30 min 56<C), kultiviert. Die Kultivierungsbedingungen
der Zelllinie 293T erforderte zusatzlich noch die Zugabe von Neomycin (500 pg/ml). Die
Zelllinie D17 wurde in MEM Kkultiviert, welches mit SP, L-Glutamin, FKS und NEA versetzt
wurde. Alle Zellen wurden zweimal pro Woche trypsiniert (10 ml 2,5% Trypsin Melnick, 15 ml
Versen (159 mM NacCl, 3 mM KCI, 6,6 mM Na,HPO,, 1,5 M KH,PO,, 0,2 mM Titriplex) und
30 ml PBS ohne Mg/Ca)), im Verhéltnis 1:2 bis 1:10 gesplittet und bei 37C und 5 % CO , im
Zellinkubator, kultiviert.

2.3.2 Einfrieren/Auftauen von Saugerzellen

Die Zellen wurden jeweils in einer mittelgroRen Flasche (80 cm?, Nunc) bis zur Konfluenz
kultiviert, anschlieend trypsiniert und in 30 ml Kultivierungsmedium aufgenommen. Nach
Pelletierung (200 x g, 3 min, 4C) erfolgte, zellza hlabhéngig, die Aufnahme in 1,5 bis 3 ml
Einfrierldsung (90 % FKS, 10 % DMSO, Sigma). Nach Uberfuhrung in Einfriergefale (Cryo
Vials, Greiner) und 2h Lagerung bei -20C, wurden die Zellen nach Ubernachtinkubation bei
-80<C, in flissigem Stickstoff gelagert.

Zum Auftauen der Zellen wurden die Cryo Vials bei 37<C (in der Hand) schnellstméglich
aufgetaut und in frischem Kultivierungsmedium ausgesat. Nach 24 h erfolgte ein
Mediumwechsel, um das restliche DMSO des Einfriermediums, zu entfernen.

2.3.3 Transiente Transfektion von Saugerzellen

Die Transfektion der verwendeten S&ugerzellen erfolgte entweder mittels Lipofectamine
(Invitrogen, Karlsruhe), das den Gentransfer in eukaryotische Zellen durch Ausbildung von
stabilen DNA-Liposomen-Komplexen vermittelt oder mit Geneduice (Merck Bioscience,
Darmstadt), ein auf Polyamin basierendes Transfektionsreagenz.
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Lipofectamine

Es wurden 3x10° Zellen pro Sechslochplatte (35 mm?, Nunc) ausgesat und iber Nacht
kultiviert. Pro Transfektionsansatz wurden 1-3 pg Plasmid-DNA, sowie 2-25 pl Lipofectamine,
je in 100 pl serumfreien Medium (Optimem 1, Life Technologies) verdinnt, gemischt und zur
Komplexbildung 15-45 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Waschen der zu
transfizierenden Zellen mit PBS (ohne Mg/Ca) und Optimem 1 wurde 1 ml des DNA-
Liposomen-Komplexes,nach Verdinnung mit 800 pl Optimem 1 zugegeben. Nach 4 bis 5
Stunden wurde der Transfektionsansatz durch serumhaltiges Medium ersetzt. Nach ein bis
zwei weiteren Tagen wurde die Selektion auf positiv transfizierte Zellen durch Zugabe von
Hygromycin  (200-500 upg/ml) eingeleitet oder die Zellen zur Bestimmung der
Transfektionseffizienz fir indirekte Inmmunfluoreszenzanalysen, fixiert.

GenelJuice

Wiederum wurden 3x10° Zellen pro Sechslochplatte (35 mm?, Nunc) ausgeséat und uber
Nacht kultiviert. Pro pg DNA (1-3 pg wurden eingesetzt) wurden 3-6 pl GeneJuice
verwendet. Je Transfektionsansatz wurde zu 100 pl Medium tropfenweise Geneduice
gegeben, gut gemischt und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde die zu
transfizierende Plasmid-DNA zugegeben, gemischt und 5-15 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Dieser Ansatz wurde tropfenweise auf die Zellen gegeben. Nach ein bis zwei
weiteren Tagen wurde die Selektion auf positiv transfizierte Zellen durch Zugabe von
Hygromycin  (200-500 upg/ml) eingeleitet oder die Zellen zur Bestimmung der
Transfektionseffizienz fur indirekte Inmmunfluoreszenzanalysen fixiert.

2.3.4 Stabile Transfektion von Saugerzellen

Die Transfektion erfolgte analog entweder mit Lipofectamine oder Genelduice. Zur
Herstellung einer stabilen Transfektion wurden die Zellen entweder mit Hygromycin (200-
500pg/ml) oder G418 (500-1000ug/ml) fortan kultiviert. Somit wurde die eingebrachte DNA
ein stabiler Bestandteil des Zellgenoms.

2.3.5 Aktivitatsbestimmung der reversen Transkiptas e (RT)

Die Bestimmung der RT-Aktivitdat im Zellkulturiberstand erfolgte mittels des C-type-RT™
Activity Assays (Cavidi Tech, Uppsala) unter Verwendung von Protokoll B. Grundlage des
Assays ist der Einbau von im Reaktionsmix enthaltenen Bromo-deoxyuridintriphosphaten
(BrdUTP). Diese werden in einen DNA Strang eingebaut, der nach Bindung der RT an ein
immobilisiertes Template/Primer Konstrukt synthetisiert wird. Im Detektionsschritt erfolgt die
Bindung von BrdUTP an spezifische, mit alkalischer Phosphatase gekoppelte Antikorper,
deren kolorimetrischer Nachweis proportional zur RT-Aktivitat der Probe ist.

Zur Bestimmung der RT-Aktivitat in Zellkulturiberstanden wurden diese steril filtriert (0,45
pm; Sartorius) und in Aliquots zu 100 pl bei -80C gelagert.

2.3.6 Retrotranspositions-Assay

Um Retrotranspositionsereignisse  detektieren zu kdnnen, wurde ein Neomycin
Indikatorsystem verwendet (Freeman et al. 1994). Dieses besteht aus einem revers
orientierten Neomycingen, welches von einem ,vorwartsgerichteten® Intron unterbrochen ist
und durch einen SV40 Promotor reguliert wird. Das Intron wird 5" und 3’ von Spleif3donor und
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- akzeptorstellen flankiert. Das Indikatorgen wird anstelle des fir die Retrotransposition nicht
notwendigen env-Gens in die Molekularklone der untersuchten Proviren eingeflgt. Zuséatzlich
ist ein eigenstandiges Hygromycinresistenzgen zur Selektion transfizierter Zellen Bestandteil
der fertigen Konstrukte. Nach erfolgter Transfektion der Konstrukte und Integration in das
Wirtsgenom kann das modifizierte Provirus transkribiert werden und zur Bildung der mRNA
gespleif3t werden. Dabei wird das Intron, welches das Neomycingen unterbricht, entfernt.
AnschlieRend erfolgt die reverse Transkription dieser mRNA durch die provirale RT. Die
entstehende DNA reintegriert an anderer Stelle in das Wirtsgenom und vermittelt der
entsprechenden Zelle eine Resistenz gegen G418, ein Neomycinanalog (Abb. 2.1). Somit
beherbergen alle Zellen, welche resistent gegen G418 sind, ein Retrotranspositionsereignis.

5'LTR gag prt-pol Neo(R) Neo(R) 3'LTR Hygro(R) Amp(R)
AL B -— m«j i
chromosomale Flanke SV40 Sv40 chromosomale Flanke
Transkription
und SpleilRen
v
B R-US.. AAAAA

Reverse Transkription
und Reintegration

C v
5LTR gag prt-pol Neo(R) 3'LTR
chromosomale Flanke Sv40 chromosomale Flanke

Abb. 2.1: Schematische Darstellung des Neomycin-Indikatorsyst ems

Nach Transfektion und anschlieender Integration ins Genom der Zellen werden die mit Neomycin
markierten Konstrukte transkribiert (A). Dabei wird das Intron, welches das Neomycingen unterbricht,
herausgespleil3t (B) und die mRNA von der reversen Transkriptase in DNA umgeschrieben, welche an
einer anderen Stelle des Genoms reintegriert (C).

Der experimentelle Ablauf eines Retrotranspositionsassays ist in Abb. 2.2 schematisch
dargestellt. Nach Transfektion wurden hygromycinresistente Zellen bis zu einer Zellzahl von
10%-10" expandiert. AnschlieRend wurden diese entweder in Triplikaten zu 1 Mio oder 2 Mio
ausgesat und am darauffolgenden Tag mit G418 versetzt (500-1000 pg/ml) oder ungezéhlt
direkt mit G418 behandelt. Nach 10-14 Tagen wurden die resultierenden
neomycinresistenten Zellkolonien entweder zur Auszahlung mit Giemsas Azur-Eosin-
Methylenblau Lésung (Merck, Darmstadt) angefarbt (die zuvor gezahlten) oder abgesaugt
und zur weiteren Analyse (EPTS/LM-PCR, magnetic extension primer tag selection/ligation
mediated) einzeln expandiert. Aus der gefarbten Fraktion wurde, ausgehend von der Anzahl
der urspringlich ausgesaten Zellen, die Frequenz der Retrotransposition berechnet.
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PERV PERV PERV hyg -Selektion

neo ‘”j neont
| 3

6 Lochplatte

10-14 Tage

10 cm Schale

neo-Selektion

\ / ¢ { | { ( & f 1 ! 10-14 Tage
1 Mio 1Mio 1Mio 2 Mio 2 Mio 2 Mio x Mio
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Abb. 2.2: Experimenteller Ablauf des Retrotransposi  tions Assays

Transfektion von Zellen in 6-Lochplatten mit anschlieRender 10-14 Tage dauernder Hygromycin
Selektion. Wahrenddessen wurden die Zellen, ausgehend von einem Loch einer 6 Lochplatte,
expandiert, bis drei 10 cm Schalen konfluent bewachsen waren. Dann wurden die Zellen von zwei
dieser Schalen gezahlt und einerseits dreimal 1 Mio, andererseits dreimal 2 Mio Zellen, auf drei neue
10cm Schalen ausgesat und mit G418 versetzt. Den verbleibenden Zellen der dritten Schale wurde
ungezahlt G418 zu gegeben. Nach 10-14 Tagen wurden die Uberlebenden Zellen der beiden
gezahlten Fraktionen gefarbt, die der ungezahlten zur weiteren Analyse expandiert (EPTS/LM-PCR).

2.4  Molekularbiologische Methoden
2.4.1 Isolierung von Nukleins&uren

2.4.1.1 Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien

Alkalische Lyse

Bakterienzellen aus einer 5 ml Ubernachtkultur (TB-Medium) wurden pelletiert (30 sec bei
13.000 Upm) 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 pl Lysis Puffer (200 mM NaOH, 1 % SDS),
wurden die Zellen 5 min auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 150 ul 3 M Natriumacetat zur
Neutralisation wurden Zelltrimmer und chromosomale DNA pelletiert (5 min, 13.000 Upm).
Die Plasmid-DNA wurde aus dem Uberstand durch Zugabe von zwei Volumen Ethanol (96-
100%) 2 min auf Eis gefallt und anschliel3end pelletiert (5 min, 13.000 Upm). Nach Trocknen
wurde das Pellet in 30-60 pul RNase A-haltigem (0,1 mg/ml, Boehringer Mannheim) Puffer
aufgenommen.
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Minipraparation (QlAprep® Miniprep)

Die Praparation von Plasmid-DNA im kleinen Maf3stab (5 ml Bakterienkultur) erfolgte
zusatzlich mit dem QIAprep®Miniprep Spin Kit (Qiagen) nach Angaben des Herstellers. Die
Aufreinigung der DNA erfolgte mittels Anionentauschersaulen.

Diese Methode wurde nur verwendet, wenn die Plasmide sequenziert werden sollten, da die
hier gewonnene DNA eine groRere Reinheit besitzt als bei der zuvor beschriebenen
alkalischen Lyse.

Midi-und Maxipréaparation

Die Praparation von Plasmid-DNA im grof3eren Mal3stab (50-250 ml Bakterienkultur) erfolgte
mit dem QIAfilter Plasmid Midi bzw. Maxi Kit (Qiagen) nach Angaben des Herstellers. Die
Aufreinigung der DNA erfolgte mittels Anionentauschersaulen. Die Verwendung des
EndoFree Plasmid Maxi Kit (Qiagen) gewahrleistete die Entfernung bakterieller Endotoxine
aus dem Praparationsansatz, da diese die Transfektion eukaryotischer Zellen inhibieren
kénnen.

2.4.1.2 Isolierung genomischer DNA aus kultivierten Saugerzellen

Die Praparation genomischer DNA aus Saugerzellen wurde mit demQlAamp® DNA Mini Kit
(Qiagen) nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Es wurde jeweils aus etwa 10° Zellen
(ein Loch einer Sechslochplatte) die genomische DNA isoliert. Auch hier wird die DNA mittels
Anionentauschersaule aufgereinigt.

2.4.1.3 Isolierung genomischer DNA aus Blut

QlAamp DNA Blood Kit

Die Isolierung genomischer DNA aus porzinen Blutproben erfolgte mit dem QlAamp DNA
Blood Kit (Qiagen) entsprechend den Instruktionen des Herstellers. Als Ausgangsmaterial
wurden 10 ml in EDTA aufgenommenes Vollblut eingesetzt.

Die isolierte genomische DNA wurde in einer entsprechenden Menge H,Ogest gelost und bei
4<C gelagert.

Praparation nach Blin und Stafford

Hochmolekulare genomische DNA aus Blut zur Generierung von Genbanken wurde mittels
Tris-aquilibriertem Phenols in Anlehnung an ein Protokoll von Blin und Stafford (1976)
isoliert. Hierzu wurde wassriges Phenol mit Tris/HCI pH 8,0 versetzt, gut durchmischt und
nach Phasentrennung die wassrige Phase verworfen. Dies wurde dreimal wiederholt bis die
phenolische Phase einen pH-Wert von mehr als 7,8 aufwies.

Zunachst wurde das frisch enthommene Blut mit einem sechstel ACD-Mix (0,48 ¢
Zitronensaure, 1,32 g Natriumcitrat, 1,47 g Glucose; auffullen mit Wasser auf 100 ml und
sterilfiltrieren tber 0,45 um Filter) versetzt, um eine Koagulation zu verhindern. Anschlieend
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wurde dieser Ansatz 15 min bei 4C und 4.500 Upm, z entrifugiert. Die dabei entstehenden
.Pellets wurden in 10 ml Extraktionspuffer (10 mM Tris, 100 mM EDTA, 0,5% SDS)
aufgenommen und 1 Stunde bei 37C mit RNaseA (10 mg/ml) behandelt. AnschlieRend
wurde Proteinase K (20 pug/ml) zugegeben und 3 Stunden bei 54C inkubiert bevor erstmals
10 ml 0,5 M Tris &aquilibriertes Phenol zur Extraktion zugegeben wurde. Nach dreimaliger
Wiederholung dieses Schrittes wurde die im Uberstand befindliche DNA mit 1/5 Volumen 10
M NHj-Acetat und 2 Volumen 100% Ethanol bei 4C Uber Nac ht gefallt. Am nachsten Tag
wurde der Ansatz 25 min bei 5.000 Upm und 4<C zentr ifugiert, anschlieBend einmal mit 80%
Ethanol gewaschen und danach zum Trocknen invertiert. Als Letztes wurde eine dem DNA-
Pellet entsprechende Menge Tris-EDTA (TE)-Puffer zugegeben und die Konzentration der
DNA-L6sung fotometrisch bestimmt.

2.4.1.4 Isolierung genomischer DNA aus Schweineohrs  tanzen

Zur Isolierung genomischer DNA aus Schweineohrstanzen wurden diese nach Zerkleinerung
zunéachst tber Nacht mit 500 pl HOM-Puffer (80 mM EDTA, 160 mM Sucrose, 100 mM TrisCl
pH 8,0, 0,5% SDS) und 10 pl Proteinase K (20 ug/ul) inkubiert. Am néachsten Tag wurden
700 pl Chloroform-lsoamylalkohol (24:1) und 200 ul 4,5 M NaCl zugegeben, gemischt und
anschlieRend 3 min bei 14.000 Upm zentrifugiert. Nach Zentrifugation entstanden
verschiedene Phasen, wobei die oberste, wassrige Phase, welche die DNA enthdlt, in ein
neues Reaktionsgefall Uberfuhrt wurde. Die DNA wurde durch Zugabe von Isopropanol
prazipitiert. Nach zweimaligem Waschen mit 70%-igem Ethanol wurde das Pellet getrocknet
und in einer geeigneten Menge TE-Puffer aufgenommen. Die Lagerung erfolgte bei 4.

2.4.1.5 Isolierung genomischer RNA aus Saugerzellen

Die Isolierung von Total-RNA aus Saugerzellen erfolgte mittels des TRIzol-Reagenz
(Invitrogen) nach Angaben des Herstellers. Nach Homogenisierung im Phenol- und GTC-
haltigen TRIzol-Reagenz wurden die Phasen durch Zugabe von Chloroform getrennt und die
RNA mit Isopropanol prazipitiert. Die Reinheit der gewonnenen RNA wurde fotometrisch
Uberpruft und eine mogliche Degradation durch Gelelektrophorese der glyoxylierten RNA
ausgeschlossen. Die Lagerung erfolgte bei -80<C.

2.4.2 Fotometrische Konzentrationsbestimmungen von Nukleinsauren

Die fotometrische Bestimmung der Konzentration und Reinheit von Nukleinsduren beruht auf
den unterschiedliche Absorptionsmaxima von Nukleinsauren (260 nm) und Proteinen (280
nm). Fur reine DNA liegt der Quotient von OD,s/ODyg9 (OD = optische Dichte) zwischen 1,6
und 1,8, fur reine RNA zwischen 2,0 und 2,2. Die Messung erfolgte im Fotometer
(Amersham Bioscience, GeneQuant pro).

2.4.3 Agarosegelelktrophorese von DNA

Die Auftrennung von Nukleinsauren erfolgte elektrophoretisch. Dazu wurde Agarose
(Invitrogen) in 1XTAE-Puffer (40 mM Tris-Acetat, 1 M EDTA, pH 8,0) aufgekocht und mit 0,5
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pg/ml Ethidiumbromid (Roth) versetzt. Zum Auftragen wurden die Proben mit 1/6 Volumen
Gelladepuffer (0,25% Bromphenolblau, 0,25% Xylencyanol, 30% Glyzerin) gemischt. In
Abhangigkeit der Fragmentgrof3e erfolgte die Auftrennung bei 5 bis 12 V/cm Uber einen
Zeitraum von 1-20 Stunden in 0,8 bis 2%-igen Agarosegelen.

2.4.4 Agarosegelelektrophorese von RNA

Die Auftrennung von RNA entspricht der DNA-Gelelektrophorese mit folgenden
Abweichungen: Vor einer Gelelektrophoresse muss die RNA denaturiert werden (DMSO-Mix
(87,5% DMSO, 3,5% 0,5 M NaPO,, 1,5% 20% SDS, 7,5% H,0) und Glyoxal (40% in H,0)
bei 50C flr 60 min), um Sekundarstrukturen bei der Auftrennung zu verhindern. Als Puffer
wird bei der RNA-Gelelektophorese 10 mM Phosphatpuffer (Natriumphosphat, pH 6,8)
verwendet, weshalb der Puffer wahrend der gesamten Laufzeit umgewalzt werden muss, um
einen pH-Umschlag und damit eine Denaturierung der RNA zu verhindern. Aul3erdem wird
der Agarose kein Ethidiumbromid zugesetzt. Das Gel wird nach Ende der Elektrophorese zur
Visualisierung der RNA unter UV-Licht kurz in einem Ethidiumbromidbad inkubiert.

2.4.5 Aufreinigung von DNA aus Agarosegelen

Die Ruckgewinnung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen erfolgte unter Verwendung des
GeneClean Turbo Kit (Qbiogene) nach Angaben des Herstellers. Hierbei wird die DNA nach
Zersetzung der Agarose an eine Matrix gebunden und kann nach Waschen eluiert werden.

2.4.6 Auffullen kohasiver Enden der DNA

Wenn DNA Fragmente ligiert werden sollten, welche zuvor mit Enzymen restringiert wurden,
die unterschiedliche Enden bilden, wurden diese mit Hilfe der Klenow Large Fragment
Polymerase (NEB) oder der T4 DNA Polymerase (NEB) aufgefillt. Durch Zugabe von
Nukleotiden wurden somit glatte Enden produziert, welche ligiert werden konnten.

2.4.7 Dephosphorylierung von DNA

Um zu verhindern, dass nach einer Restriktion die linearisierte DNA sich wieder rezirkuliert,
wurde diese dephosphoryliert. Dazu wurde diese zuerst bei 37C fir 20 min mit 0,5 U
alkalischer Phosphatase des Kalbes (CIP, Pharmacia) und anschlieRend bei 50C fur 20 min
mit 1 U bakterieller alkalischer Phosphatase (BAP) inkubiert. Die Reaktion wurde durch
Zugabe von 2 ul 0,5 M EDTA gestoppt. AnschlieRend wurde die DNA aufgereinigt.

Alternativ wurde die Antartic Phosphatase (New England Biolabs) nach Angaben des
Herstellers verwendet. Dieses Enzym kann hitzeinaktiviert werden, so dass eine
anschliel3ende Aufreinigung der DNA uberflussig wird.
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2.4.8 Extraktion von DNA aus Reaktionsansatzen
Phenol/Chloroform-Extraktion

Zur Entfernung von Proteinen aus Reaktionsansatzen (z.B. nach Dephosphorylierung),
wurden diese mit 1 Volumen Phenol (pH 7,4; Roth) versetzt, kurz gemischt und zur
Phasentrennung zentrifugiert. Durch anschlieende Ethanolfallung wurde die DNA
zuriickgewonnen.

Extraktion mit Hilfe einer Saulenmatrix

Hierbei wurden das GeneClean Tubo Kit (QBiogene) und das QIlAspin PCR Purification
(Qiagen) Kit nach Angaben der Hersteller verwendet.

2.4.9 Ligation

Zur kovalenten Verknupfung von Insert- und Vektor-DNA wurden &quimolare Mengen der zu
verknipfenden Fragmente eingesetzt und durch die Verwendung der T4-DNA Ligase
(Invitrogen) zusammengefligt. In einem Reaktionsvolumen von 10-20 ul wurden 10-200 ng
Vektor-DNA mit 1 ul T4 DNA Ligase (2U) und entsprechende Mengen von 5x T4 DNA Ligase
Puffer und Insert-DNA bei 4-37<C fur 1-48 Stunden inkubiert. Nach Inkubation wurde der
Ligationsansatz kurz bei -20C eingefroren. Zur anschlielenden Transformation in
kompetente E. coli Stamme wurden 4-20 pl des Ligationsansatzes eingesetzt.

2.4.10 Transformation

Kompetente Bakterien wurden auf Eis aufgetaut und mit 4-20 pl eines Ligationsansatzes
oder im Falle einer Retransformation mit 1-10 ng Plasmid DNA fir 30 min auf Eis inkubiert.
Nach einem Hitzeschock (42C, 45 sec) wurden die Zellen zwei Minuten auf Eis inkubiert
und anschlieRend mit 400-900 pul SOC-Medium (2% Trypton, 0,5% Hefeextrakt, 0,05% NacCl,
2,5 mM KCI, 10 mM MgCl,, 20 mM Glucose, pH 7,0) versetzt. Zur Regeneration wurden die
Zellen fur 1 h bei 37T auf einem Schiittler inkubie rt. AnschlieRend wurden die Zellen auf
Selektionsnahrboden ausplattiert und tber Nacht bei 37<C im Brutschrank inkubiert.

2.4.11 Herstellung kompetenter Bakterien

Die DNA Aufnahme von Bakterien ist nur mdglich, wenn diese daftr kompetent gemacht
wurden. Um diese Kompetenz zu erlangen wurden 100 ml Kulturen der Bakterienstamme
DH5a, DH10B, TOP 10 F' oder GM2163 bis zu einer ODgy Von 0,5 bis 0,55, kultiviert. Nach
Inkubation auf Eis (5 min) wurden die Zellen pelletiert (3.700 x g, 10 min, 4C) und in 20 ml
Lésung TFB1 (30 mM KAc, 100 mM RbCl,, 10 mM CaCl,x2H,0, 50 mM MnCl,x4H,0, 15%
Glyzerin (v/v), pH 5,8) resuspendiert und erneut 5 min auf Eis inkubiert. Nach wiederholtem
Pelletieren wurden die Zellen in 2 ml Lésung TFB2 (10 mM MOPS, 75 mM CaCl,, 10 mM
RbCl,, 15% Glyzerin (v/v), pH 6,5) aufgenommen und fur weitere 15 min auf Eis inkubiert. Im
Anschluss wurden 100 pl Aliquots auf Trockeneis schockgefroren und bei -80C gelagert.
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2.4.12 Anlegen einer A-Phagen Genbibliothek

Fur die Generierung einer A-Phagen Genbibliothek wurde hochmolekulare genomische DNA
aus PBMCs von Schweinen partiell mit der Restriktionsendonuklease Sau3Al restringiert.
Die Enzymkonzentration wurde so eingestellt, dass der Grol3teil der Restriktionsfragmente
eine GrofRe von 9-23 kb aufwies, was der Insertkapazitat des Lambdaphagen (FIX/Xhol
Partial Fill-In Vector-Systems (Stratagene)) entspricht. Zur Erzeugung Vektor-kompatibler
Enden wurden die Restriktionsfragmente mit den Desoxynukleosidtriphosphaten dGTP und
dATP aufgefullt. 0,3 pug der aufgefiliten Genomfragmente wurden in Gegenwart von 1 mM
rATP in einem Ligationsansatz mit 1 pug A-Vektor (Stratagene) vereinigt. Der Ligationsansatz
wurde aliquotiert und zu den Verpackungsextrakten (Gigapack Il Gold, Stratagene) gegeben.
Die Verpackungsreaktion wurde nach zweistlindiger Inkubation bei Raumtemperatur durch
die Zugabe von 500 pl SM-Puffer und Chloroform (20 ul) abgestoppt. Durch kurzes
Zentrifugieren wurden Zelltrimmer des Verpackungsextraktes sedimentiert. Die Uberstande
konnten bei 4C gelagert oder direkt titriert werde n. Zur Titration wurden Bakterien des
Stammes E.coli XL1 in 50 ml LB Medium, das mit 0,2% Maltose und 10 mM MgSO,
supplementiert war, kultiviert. Die Bakterien wurden geerntet und mit MgSO, auf eine ODggg
von 0,55 eingestellt und fiir 15 min bei 37°C mit 10°, 10, 10%, 10, 10 Verdinnungen des
Uberstandes inkubiert. Das Gemisch aus Bakterien und adharierten Phagen wurde mit 48C
warmer Agarose gemischt und auf NZY-Agarplatten (5 g NaCl, 2 g MgSO4x7H,0, 5 g
Hefeextrakt, 10 g NZ Amine, ad 1 Liter mit deionisiertem H,O, pH7,5, autoklaviert)
ausplattiert. Der Titer des Uberstandes wurde nach tber Nacht-Inkubation bei 37<C durch
Auszahlen der Plaques im Bakterienrasen bestimmt. Zur Amplifikation der Genbank wurden
die aliquotierten Uberstande vereinigt und analog zur Titration auf 24x24 cm NZY-
Agarplatten (Nunc) ausplattiert. Die konfluent lysierten Platten wurden mit SM-Puffer
Uberschichtet. Die Elution der Phagen in den Puffer fand wahrend einer 24-stiindigen
Inkubation unter leichtem Schwenken bei 4C statt. Das Phageneluat wurde gesammelt und
durch Zugabe von 1 pl/ml Chloroform fiir eine dauerhafte Lagerung bei 4C konserviert.

2.4.13 Phagenplaque Lifting

Zur Durchmusterung der Phagenbibliothek wurden sechs groRRe Petrischalen (~500 cm?),
deren Bakterienrasen nahezu komplett lysiert waren, mit Nylonmembranen bedeckt. Die
Membranen wurden abgezogen und mit der anhaftenden Phagen-DNA je eine Minute in
Denaturierungslésung (0,5 M NaOH; 1,5 M NaCl), Neutralisationsldosung 1 (0,5 M Tris-HCI
(pH 7,5), 1,5 M NaCl) und Neutralisationslésung 2 (2x SSC, 0,5 M Tris-HCI (pH 7,5))
geschwenkt. Die DNA-Fixierung erfolgte durch zweistiindiges Backen bei 80T in einem
Warmeofen. Die Membranen wurden wie unter 2.4.14 beschrieben behandelt. Die
Petrischalen wurden im Kuhlschrank gelagert bis anhand der Autoradiogramme positive
Phagenplaques identifiziert und isoliert werden konnten. Mit einer Pasteurpipettte wurden
entsprechende Bereiche ausgestochen und zur Elution der Phagen in SM-Puffer tGberfihrt.
Die Durchmusterung wurde bis zur Homogenitét der Klone wiederholt.



2. Material und Methoden 28

2.4.14 Transfer von Nukleinsauren
Kapillarblotting nach Southern

Das Prinzip dieser Methode ist der Transfer eines DNA-Bandenmusters aus einem
Agarosegel auf Nitrocellulose- oder Nylonmembranen vermittelt durch einen Kapillarstrom.
Fur diesen Zweck erfolgte im Anschluss an die Agarosegelelektrophorese eine 30-minttige
Denaturierung (0,5 M NaOH, 1,5 M NaCl) der DNA. Sofern die zu transferierenden
Fragmente gro3er als 10 kb waren wurde vorher eine Depurinierung (15 min, 0,2 N HCI)
durchgeftihrt, um durch Fragmentierung der DNA einen vollstandigen Transfer zu
gewabhrleisten. Nach zweimaliger Inkubation fiir 15 min in Neutralisationslésung (1,5 M NacCl;
0,5 M Tris/HCI pH 7,5) wurde das Gel auf Whatman-3MM-Papier gebettet, welches in ein mit
20x SSC (3 M NacCl; 0,3 M Natriumcitrat; pH 7,0) geflilltes Reservoir taucht. Direkt auf das
Gel wurde eine Nylonmembran (Hybond N, Hybond N*, Amersham oder Porablot NY amp,
Machery und Nagel) plaziert. Die Seitenrdnder wurden, zur Verhinderung seitlicher
Diffusionsstrome, mit Haushaltsfolie abgedichtet und der Blotaufbau durch mehrere Lagen
3MM-Papier (Whatman) sowie einen Stapel saugfahigem Papier, welcher mit einem Gewicht
beschwert wurde, abgeschlossen. Nach Beendigung des Transfers wurde die DNA durch
UV-Bestrahlung in einem UV-Transilluminator (Stratagene) kovalent an die Nylonmembran
gebunden. Die Membranen wurden entweder bei 4C gelagert oder direkt hybridisiert
(2.4.16).

2.4.15 Markierung von Restriktionsfragmenten

Die radioaktive Markierung von Restriktionsfragmenten erfolgte mit dem Multiprime DNA
Labelling System (Amersham), nach Feinberg und Vogelstein (1983). Hierzu wurden 5-50 ng
des durch Isolation aus einem Agarosegel aufgereinigten Restriktionsfragmentes (Sonde)
zusammen mit 5 pl eines randomisierten Hexanukleotidgemisches sowie 10 pl eines 10x
Puffers thermisch denaturiert (5 min; 100C) und auf Eis abgekihlt. Nach Zugabe von 2
Einheiten Klenow DNA-Polymerase und 5 pl **P dCTP folgte eine 30-miniitige Inkubation bei
37C. Die Reaktion wurde durch Zugabe von EDTA abge stoppt und zur Entfernung nicht
inkorporierter Radionukleotide Uber eine Sephadex G50 Saule (Pharmacia) fraktioniert. Die
spezifische Radioaktivitdt der einzelnen Fraktionen wurde im Szintillationszahler durch
Cerenkov-Messung quantifiziert.

2.4.16 Hybridisierung mit DNA Fragment Sonden

Zur Unterdriickung unspezifischer Hybridisierungen der Sonden DNA wurden die
Nylonmembranen in Rollbehéltern einer einstiindigen Vorinkubation bei 65T in
Hybridisierungslésung (5x Denhardt, 6x SSC, 0,5% SDS, 50 ug/ml Hefe-tRNA (Life
Technologies)) unterzogen. Die doppelstrangigen Sonden wurden durch zehnminitiges
Kochen denaturiert und 500.000-1.000.000 cpm/ml in frischer Hybridisierungslosung auf die
préahybridisierten Membranen gegeben. Die Sonden verblieben fur 16-72 h im
Hybridisierungsofen bevor ungebundene Sonden DNA von den Membranen entfernt wurde.
Zunachst wurde zweimal mit Waschpuffer | (2x SSC; 0,1 % SDS) fur 30 min bei 65T
inkubiert. Es schlol3 sich eine einstiindige Inkubation im Waschpuffer Il (0,1x-0,75x SSC; 0,1
% SDS) bei 65T an. Die Stringenz der Waschschritte wurde durch die SSC-Konzentration
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im Waschpuffer Il variiert. Anschlie@Rend wurden die Membranen in Plastikfolien
eingeschweil3t und die komplementéare Anbindung von radioaktiv markierter Sonden DNA
mittels Autoradiographie detektiert.

2.4.17 Polymerasekettenreaktion (PCR)
PCR

Spezifische DNA-Bereiche wurden mittels PCR (Saiki et al. 1985) amplifiziert. Zum Einsatz
kam die rekombinante thermostabile DNA-abhangige DNA-Polymerase AmpliTag (PE
Applied Biosystems).

Zur Amplifikation groRerer DNA-Fragmente (5-15 kb) wurde zum Einen das ExpandLong
PCR System (Roche) verwendet und zum Anderen die Phusion Polymerase (New England
Biolabs). An Heizblocken kamen der Mastercycler Gradient (Eppendorf) und der Genius
(Techne) zur Anwendung.

Ein Standardansatz (20 ul) enthielt 10xPCR Puffer (10 mM Tris/HCI (pH 8,5), 50 mM KCI, 1,5
mM MgCl,, 0,01% Gelatine), je 4 uM Primer, 10 mM dNTPs, 10-300 ng DNA und 1 U Tag-
Polymerase.

Allen PCR-Programmen ging eine initiale Denaturierung bei 94 bis 98<C, flr 3 min voraus.
Die Zyklen begannen erneut mit einer Denaturierung (30-45 sec). Die Dauer und die
Temperatur bei Oligonukleotidbindung (Annealing) sowie die Dauer der Verlangerung
(Elongation) der neuentstehenden DNA Strange unterscheiden sich in Abhéngigkeit von der
Lange des zu erwarteten DNA-Fragments und der Schmelztemperatur der verwendeten
Oligonukleotide (Primer). Nach 25-35 Zyklen bestehend aus Denaturierung, Annealing (30
sec — 1 min) und Elongation (1 min — 10 min), schlof3 eine finale Elongation von 10-20 min
die PCR ab.

RT-PCR

Um RNA per PCR zu amplifizieren muss in einem ersten Schritt die Erststrangsynthese von
cDNA erfolgen, welche in der nachfolgenden PCR-Reaktion als Ausgangsprodukt (Template)
dient. Oligo (dT) geprimte cDNA wurde aus Total-RNA durch Verwendung des SuperScripts
Preamplification System (Invitrogen) nach Angaben des Herstellers, gewonnen. Nach
Synthese wurde die verbliebene RNA durch Verwendung von RNase H entfernt und 1/10
des cDNA Reaktionsvolumens in die PCR-Reaktion eingesetzt.

EPTS/LM-PCR

Die EPTS/LM-PCR (magnetic extension primer tag selection/ligation mediated) (Schmidt et
al. 2001) erlaubt die Bestimmung unbekannter, flankierender DNA-Sequenzen, ausgehend
von einer definierten Zielregion. Zur Bestimmung der 3 flankierenden genomischen Flanken
von retrotransponierten Kopien wurde die Ziel-DNA mit einem Restriktionsenzym
geschnitten, welches innerhalb des Retrotransposons 5 (stromaufwarts) der urspriinglichen
Splei3stelle des Introns und innerhalb des Neomycingens liegt (vgl. Abb. 2.3). AnschlieRend
erfolgte die ,Primer Extension“, eine PCR mit nur einem biotinyliertem, neomycinspezifischen
Primer, der spezifisch fur die gespleif3te Variante des Retrotransposons ist und somit nur an
das Neomycin der retrotransponierten Kopie bindet. Nach Aufreinigung dieser PCR-Reaktion
wurden an Streptavidin gekoppelte magnetische ,Beads" (Klgelchen) zugegeben, wonach
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Streptavidin an das Biotin des Primers bzw. der spezifischen Amplifikate bindet und diese
durch Einsatz eines Magneten von unspezifischen Amplifikaten getrennt werden.
AnschlieBend wurde den spezifischen Amplifikaten ein Linker angefugt, der die Sequenz des
Reversprimers fir die abschlieBende PCR liefert (vgl. Abb. 2.3). Dabei wurde als
Vorwartsprimer erneut ein neomycinspezifisches Oligonukleotid verwendet. Resultierende
Amplifikate unterschiedlicher Gré3e wurden subkloniert (pCR Blunt TOPO I, Invitrogen) und
nach Restriktionsanalyse zur Sequenzierung geschickt.

1-2 ug genomische DNA wurden restringiert mit 6U eines Enzyms (Mscl, Scal) (NEB), tUber
Nacht bei 37T inkubiert und anschlieBend mit dem G eneClean Turbo Kit (QBiogene)
aufgereinigt. Als Negativkontrolle dienten untransfizierte HelLa Zellen wahrend als
Positivkontrolle zur Amplifikation einer zum neo-Gen benachbarten Region mit 1 ng von
pSV2neo (Clontech, Heidelberg) vermischte HelLa Zellen verwendet wurden. Fir die ,primer
extension* (95T fur 5 min, 65T fir 30 min und 72° C fir 30 min) wurde die aufgereinigte
und restringierte genomische DNA zum folgenden Reaktionsmix hinzu gegeben:

2,5U Cloned Pfu DNA Polymerase (Stratagene)
5ul 10x Cloned Pfu DNA Polymerase-Reaktionspuffer
250uM dNTPs (Eurogentec)
0,25uM 5’biotinylierte neospezifischer Primer GS177 (Operon, Kdln)

aqua dest. ad 50pl

AnschlieBend wurde dieser Reaktionsmix wiederum mit dem GeneClean Turbo Kit
(QBiogene) aufgereinigt, um Utberschissige biotinylierte Oligonukleotide zu entfernen. Nach
Elution in 40 pl H,0 und Vermischen mit 200ug Streptavidin gekoppelten magnetischen
.Beads" (Dynabeads M-280 Streptavidin, Dynal Biotech, Hamburg), welche in 40 pl 2X BW
Puffer (10 mM Tris HCI pH 7,5, 1 mM EDTA, 2 M NacCl) gelost wurden, wurde der Ansatz
tiber Nacht bei Raumtemperatur in einem Uberkopfrotator inkubiert. Danach wurde diese
Reaktion auf einen magnetischen Separationsstander (Promega) gestellt, wobei die
magnetischen ,Beads”, mit den daran gekoppelten spezifischen Amplifikaten isoliert wurden.
Der Uberstand wurde verworfen und die geschnittene, am Magneten haftende DNA, zweimal
mit 100 ul H,O gewaschen und anschlieRend in einem 10 pl Ligationsmix resuspendiert (6U
T4 DNA Ligase (Invitrogen), 2 pl 5xLigase Puffer, 10 uM Linker OC [wird durch Annealing
der Oligonukleotide GS117 und GS118 hergestellt] und aqua dest ad 10 ul). Die Ligation
wurde bei 16T Uber Nacht durchgefuhrt. Am nachsten Tag wurde die Reaktion zweimal mit
100 pl H,O gewaschen und in 10 pl aqua dest. resuspendiert, wovon 2 ul zur folgenden PCR
eingesetzt wurden.

2ul Ligation*®

3U Expand Long Range Ploymerase Mix (Roche)
5ul 10xExpand Long Template PCR Puffer 1
200pM dNTPs (Eurogentec)

25uM Primer GS94

25uM Primer OCI (Linker OC spezifisch)

ad aqua dest 50l
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Das folgende PCR-Programm wurde verwendet:

Einleitende Denaturierung der DNA:

94<C 5 min
Exponentielle Amplifikation:
94T 30 sec (Denaturierung der DNA)
62T 45 sec (Primeranlagerung) } 35 Zyklen
68T 3 min  (Elongation)

AbschlieRende DNA Elongation:

68T 10 min

Die PCR-Produkte wurden auf einem 1%-igen Agarosegel aufgetrennt und mit dem
GeneClean Turbo Kit (QBiogene) reisoliert. Nach Subklonierung und Restriktionsanalyse
wurden entsprechende Fragmente zur Sequenzierung geschickt (MWG Biotech AG,
Martinsried).

In Abbildung 2.3 ist eine schematische Darstellung der EPTS/LM-PCR gezeigt.

Sca 1(6917)

™ -- | deomge

Sv40
LTR1 LTR 2chromosomale
Flanke
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] NEO(R) < SV40 | It2ttttt2:2:2tttt:2:2:2:2:2:2:2:::2:2:2:2:::2:2:5?'
chromosomale
Lprimer extension* Flanke
+
magnetische Streptavidin Beads
GS177 (6S94
Linker
Scal oC
CveoR) | s E:fl] + =
chromosomale ém

1 Flanke

Ligation und PCR

Abb. 2.3: Schematische Darstellung einer EPTS/LM-PC R
(Erlauterungen s. Text)
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2.5 Proteinbiochemische Methoden

2.5.1 Herstellung von Zelllysaten

Zelllysate wurden von konfluent bewachsenen 6 Lochplatten hergestellt. Hierzu wurden die
Zellen zunéchst zweimal mit PBS ohne Mg und Ca gewaschen und anschlieend in 1 ml
kaltem PBS + 1 mM EDTA abgel6st, in ein 2 ml Reaktionsgefald tberfuhrt und 1 ml PBS
zugegeben. Nach Zentrifugation (10 min, 1200 Upm, 4C) wurde das Zellpellet einmal mit
PBS gewaschen, erneut abzentrifugiert und 200 pl Lysierpuffer (20 mM Tris-HCI, pH 7,4, 5
mM EDTA, 0,15 M NaCl, 1% NP40), welcher PI (Proteaseinhibitoren) (100x PI-Lésung: 100
mM PMSF, 1 mg/ml Aprotinin, 1 mg/ml Leupeptin, 1 mg/ml Pepstatin) enth&lt, zugegeben.
Nach einstindiger Lyse auf Eis wurde der Ansatz abzentrifugiert (10 min, 13000 Upm, 4<C)
und der Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR tiberfiihrt und bei -20T bis zur Verwendung
gelagert.

2.5.2 Fotometrische Konzentrationsbestimmung von Pr oteinen

Der Proteingehalt einer Probe wurde mittels BCA Proteinassay bei der ODsg, bestimmt.
Dabei werden 5 ul der Probe mit 1 ml BCA (1 ml BCA + 49 ml CuSo4x5H,0) versetzt und 30
min bei 37 inkubiert. Proteine reduzieren im alka lischen Milieu Cu®* zu Cu*. Die Bichinolin-
4-carbonsaure reagiert mit Cu®, wobei zwei Bichinolinsaure-Molekiile einen intensiv purpur
gefarbten Chelatkomplex mit dem Cu*-lon eingehen. Als Standard wurde eine BSA-
Verdinnungsreihe verwendet (ausgehend von 2 mg/ml wurde 1:1 verdinnt bis zu einer
Konzentration von 31,25 pg/ml), wovon jeweils 50 ul mit 1 ml BCA versetzt wurden und
ebenfalls 30 min bei 37<C inkubiert wurde. Somit en tsprechen 2 mg/ml 100 pg/ul Protein, 1
mg/ml 50 pg/ul Protein usw. Als Nullwert diente eine Wasserkontrolle (50 pl H,O + 1 ml
BCA).

2.5.3 Proteingelelektrophorese (SDS-Page)

Proteine wurden mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page) aufgetrennt.
Dabei wurden diskontinuierliche Gele, die aus einem niederprozentigem Sammelgel und
einem hoherprozentigem Trenngel bestehen, verwendet. Die Sammelgele (5%) enthalten
neben entsprechend verdinnter Acrylamidldsung (30% Acrylamid, 0,8% Bisacrylamid; Roth),
25% (v/v) Lésung C (0,5 M Tris-HCI (pH 6,8), 0,4% SDS). Je nach Grof3e der zu trennenden
Proteine wurden 10- bis 15%ige Trenngele verwendet. Sie enthielten neben der
Acrylamidldsung 25% (v/v) LOosung B (1,5 M Tris-HCI (pH 8,8), 0,4% SDS). Die
Polymerisation wurde durch Zugabe von 0,1% APS (Gibco) und 0,05% TEMED (Serva)
eingeleitet.

Die Proben wurden in 1x Probenpuffer (4x Probenpuffer: 0,25 M Tris-HCI (pH 6,8), 4% SDS,
10% Mercaptoethanol, 20% Glyzerin, 20 mg/L Bromphenolblau) aufgenommen und 5 min
bei 90C denaturiert. Die Auftrennung erfolgte in 1x Elektrophorese-Laufpuffer (4x
Elektrophorese-Laufpuffer: 0,1 M Tris-HCI (pH 8,3), 0,77 M Glycin, 0,4% SDS) Uber 1,5 h bei
30 mA/Gel.
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2.5.4 Immuno Blotting (Western Blotting)

Die Ubertragung von Proteinen, welche in der SDS-Page aufgetrennt wurden, auf eine
Membran erfolgte im Semi-Dry Blot-Verfahren. Die Gele wurden hierzu auf in Blotting-Puffer
(25 mM Tris-HCI (pH 8,3), 192 mM Glycin, 20% Methanol) getrénkte Filterpapiere
(Whatmann-3MM) (Uberfihrt und mit einer in Methanol prainkubierten PVDF-Membran
(Immobilon-P; Millipore) und einer weiteren Lage Filterpapier Uberschichtet. Nach Entfernen
von Luftblasen wurde der Blottingvorgang eingeleitet (BIO-RAD Trans-Blot®SD Semi-Dry
Transfer Cell (120mA konst /Gel)).

Unspezifische Bindungsstellen wurden nach dem Blotten durch 30 minltige Inkubation der
Membranen in 1% Tween 20 (in PBS ohne Mg/Ca) und anschlieRender einstiindiger
Inkubation in Magermilchpulver (Blocken) abgesattigt. Danach wurden die Blots mit den
Primarantikorpern (1:1000 bis 1:5000 in Magermilchpulver) fir 1h bei RT oder bei 4C uber
Nacht inkubiert. Nach drei 5-minttigen Waschschritten mit 0.1% Triton X-100 (in PBS ohne
Mg/CA) erfolgte die Inkubation mit Sekundarantikorpern. Diese mit Meerrettich-Peroxidase
(horseradish peroxidase, HRP) gekoppelten Antikbrper sind spezifisch gegen die
~Produktions-Spezies" des Primarantikbrpers gerichtet. Hierbei kamen zum Einsatz: Anti-
Kaninchen (Dianova) und Anti-Maus (Dianova) Antikdrper. Nach drei weiteren 5-minltigen
Waschschritten erfolgte der Nachweis der Proteine mit dem ECL-System.

2.5.5 Enhanced chemiluminescence (ECL)-Verfahren

Die ECL-Reaktion wurde mit dem ECL Detection Reagent Kit (Amersham) nach den
Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Die an den Sekundarantikorper gebundene
Meerettich-Peroxidase setzt bei der Spaltung ihres Substartes (ECL Solution 1 und 2 im
Verhéltnis 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 5 Minuten exponiert.

2.5.6 Indirekte Immunfluoreszenzanalysen

In Sechslochplatten wurden 3x10° Zellen auf Objektragern ausgesat und nach Erreichen der
Konfluenz fir 15-45 min mit 4% (w/v) Formaldehyd (in PBS ohne Mg/Ca) fixiert. Nach
dreimaligem Waschen mit PBS (ohne Mg/Ca) erfolgte eine Permeabilisierung der Zellen mit
0,5% Triton X-100 (in PBS ohne Mg/Ca). Anschlie3end wurden die Zellen erneut dreimal mit
PBS (ohne Mg/Ca) gewaschen ehe unspezifische Bindungsstellen mit 1% BSA (in PBS ohne
Mg/Ca) abgesattigt wurden. Die Zugabe von Antiserum oder Praimmunserum erfolgte in
einer 1:500 Verdunnung (in PBS Dulbecco) gefolgt von 1 h Inkubationszeit. Fir den
Nachweis der PERV-Expression in transfizierten Zellen wurde der PERV Gag p10 Antikorper
(Krach et al. 2000) verwendet.

Nach drei Waschritten mit PBS Dulbecco wurden die Proben fir 1 h im Dunkeln mit dem
Sekundarantikorper inkubiert, welcher 1:1000 in PBS Dulbecco verdinnt wurde und
Indokarbocyanin (Cy3; Dianova) gekoppelt ist. Abschlielend erfolgte die Eindeckung der
Zellen mit Mowiol (20 g Mowiol 4.88 (Hoechst) in 80 ml PBS, 40 ml Glyzerin).
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Die indirekten Immunfluoreszenzanalysen wurden in einem Fluoreszenzmikroskop
(Axiophot, Zeiss) oder in einem Laserscan Mikroskop (Axiovert 10, Zeiss, Laser MRC 600,
Biorad) betrachtet und digitalisiert aufgenommen.

2.6 Verwendete Oligonukleotide

Im Folgenden sind die verwendeten Oligonukleotide aufgelistet. Wenn damit eine zusatzliche
Restriktionsschnittstelle eingefligt werden sollte, wurde ein Linker hinzugefiigt. Dabei handelt
es sich um eine Abfolge von einigen Basen, welche sich 5’ (stromaufwarts) der Schnittstelle
befinden und manchen Restriktionsenzymen die Erkennung ihrer Zielsequenz ,erleichtern®.

5- und 3’- Oligonukleotide in der flankierenden ge  nomischen Sequenz
des genannten BAC- oder A-Phagen-Klons

Name Sequenz in 5’ — 3’ Richtung Position
192B9 3'Flanke revl AAACAACCAGTGACAAAACTAGG
130A12 5'revl GATAGCCATAAATTGGTGTTAG

BAC1 5 Flanke forl AATAGATCGACCTAATTCTCCGAC
BAC1 5 Flanke for2 TCAACAATTGCCTGAAGCATACCA

463H12 5FL for 1 ATGACCACCCTGCTTTCTGCT

463H12 5FL for 2 ATGGTACTTAGGCAACAGTAC

BACL 5FL rev AJ CAGACCAGGCTCTTCTTCCAGG

BAC1 5FL for AJ CCTGGAAGAAGAGCCTGGTCTG
463H12 3FL revl AJ CTTGAATGGGGGGGAGCCACCTTC
463H12 3FL rev2 AJ GGGGTTATAAGAGTTGGGGAACCCC
3'Flanke 1312rev_1 GTATAGTAGCAAACCCCAAATATG
3'Flanke 1312rev_2 CGTGCCTTCTCTTGCAGGCAAC 430-408 ( 3’ von 1312)

5'Flanke1312for GGTGACCAAAGGGGAAAGAGGAG 54-31 (5'v on 1312)

PERV-spezifische Oligonukleotide

Name Sequenz in 5’ — 3’ Richtung Position
PK1' TTGACTTGGGAGTGGGACGGGTAAC 2927-2949
PK6" GAGGGTCACCTGAGGGTGTTGGAT 3739-3716
PK26" ACGCACAAGACAAAGACACACGAA 1134-1111
PK29" ATCAGCAGACGTGCTAGGAGGATC 894-918
PK30* TGGATGACCACCCTGCTTTCTGCT 7977-8000
PERV-B(33) 3'LTRfor GTATCTATCGAT CCTTCCCAGTTCTAAGAT 8163-8180
PERV-B(33) 3'LTRrev ATTTAAATCGATGCTAGC TGAAAGGCCAGTAAA 8918-8904
PERV-B(33) R for Not TCGGAAGCGGCCGCGGCCGCAGTCCTCTAC 545-560
PERV-B(33)pol revNot * AGCGTTGCGGCCGCCTACTGGCCTGGGGAG 6316-6301
PERV-C for? CTGACCTGGATTAGAACTGGAAG 6606-6628
PERV-C rev TATGTTAGAGGATGGTCCTGGTC 6887-6865
PERV-C for2? GTGCTCTCCTTCAGACCTAGATTAC 6635-6659
PERV-C rev2” CGTCAAGACCGTATTTGGTCC 6842-6822
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HERV-spezifische Oligonukleotide °

Name Sequenz in 5’ — 3’ Richtung Position
HERV-K113 pol for AACCAGCCACCAGGTTTCAGTGGA 4330-435 3
HERV-K113 pol rev CCAGCATTGGCAACCTCTGCTTGC 4549-452 6

HERV-K113 5'FL for4 GCCATCGATTGTACAGTAATAAATTCAA (- 221)-(-212)
HERV-K113 3'FL rev4 ACATGCAGACGTTTAGTTTTGATTTACA 96 04-9585
HERV-K113 3'LTR for CACCTCATCGAT CCCAACAGCTCCGACGAG 8423-8440
HERV-K113 3'LTR rev ATCGAA ATCGATGCTAGC TGTAGGGGTGGGTTG 9472-9458

HERV-K113 R for Not CACAGA GCGGCCGCGAGATAGGGAAAAACC 561-576
HERV-K113pol revNot ATTCACGCGGCCGCTTAGCTGCAGCTGCTC 6749-6734
Oligonukleotide zur Sequenzierung

Name Sequenz in 5’ — 3’ Richtung Position
PERV-B(33) 3'LTRSegfor GCTTTGTTGTGAACCCCATAAAAGC 8711-8735
HERV-K113 3'LTRSeqfor ° CTTTGAGAAACACCCACAGATG 9272-9293
Neo-intSV40Segrev * CTGCTTGCCGAATATCATGG 3211-3192
Seq. Mut GAG 33 GGAGCCCTATATCCTTACGTGGCAAGAC 1390-1417
Seq. Mut GAG113° GCAGCTTTAGAACCATTTCAAACAGAAG 1379-1406

Oligonukleotide zum PCR-Nachweis der Anwesenheit de

r verwendeten Resistenzgene

Name Sequenz in 5’ — 3’ Richtung Position
Neo-1 (rev) TGGAGAGGCTATTCGGCTATG
Neo-3 (for) TCCACCATGATATTCGGCAAGCAG
HYG 1 AJ CGTCTGTCGAGAAGTTTCTGATCG
HYG 2 AJ GTACTTCTACACAGCCATCGGTCC
Neo-intSV40for3Hind * CAGTGAAAGCTTGCGGCCGCGCTTGGCTGCAGGTCG 2911-2926
Oligonukleotide fur EPTS/LM PCR
Name Sequenz in 5’ — 3’ Richtung Position
ocCl GACCCGGGAGATCTGAATTC
ocll AGTGGCACAGCAGTTAGG
PERV-CforBiotin [BioTEG]JCTGACCTGGATTAGAACTGGAAG 660 6-6628

GS117 GACCCGGGAGATCTGAATTCAGTGGCACAGCAGTTAGG
GS118 CCTAACTGCTGTGCCACTGAATTCAGATCTCCCG
GS177_Biotin [BioTEGJCCAGCCACGATAGCCGCGCTGCCTCGTCCT GAAGCT
GS94 GGACAGGTCGGTCTTGACAAAAAGAACCG
5’Klon9 CAGCAGTTTGGGAGACAAG
5'Klon6 CTGGCCTCAGGTGATCTGTCTG

Tab 2.1: Verwendete Oligonukleotide

Auflistung der flr

Sequenzierungen und PCR verwendeten Primer.

Die Orientierung der

Oligonukleaotide ist 5’ - 3'. Die entsprechenden Ausgangssequenzen auf denen die Oligonukleotide
basieren sind durch Nummern gekennzeichnet.
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Das Préfix 5°Fl bezieht sich auf die 5° genomische Flanke des jeweiligen Klons wéhrend das Préfix
3'FI die 3’Seite kennzeichnet. Die Nummerierung namentlich gleicher Oligonukleotide kennzeichnet
Paare, die in ,nested“-Ansatzen eingesetzt wurden. Dabei kennzeichnet ,1* den &uferen und ,2" den
inneren Primer.

1 Abgeleitet von 293-PERV-B(33) (Czauderna et al. 2000)

2 Abgeleitet von MAX-T PERV-C(1312) (Preul} et al. 2006)

3 Abgeleitet von RP11-398B1 HERV-K113 (Turner et al. 2001)
4 Abgeleitet von Vektor pNeo-intSV40

Kursiv geschriebene Basen eines Oligonukleotids kennzeichnen den Linker, unterstrichene Basen
kennzeichnen Restriktionsschnittstellen.

[BioTEG] bedeutet Biotinylierung des entsprechenden Oligonukleotids
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3 Ergebnisse

A. Retrotranspositionspotential porziner endogener
Retroviren

3.1 Klonierungsexperimente

Um zu Uberprifen, ob porzine endogene Retroviren, hier anhand des Molekularklons PERV-
B(33), und humane endogene Retroviren, hier HERV-K113 (basierend auf dem BAC-Klon
RP11-398B1, Turner et al. 2001), in der Lage sind zu retrotransponieren, wurden zunachst
entsprechende Indikatorkonstrukte hergestellt. Diese enthalten anstelle des fur die
Retrotransposition nicht notwendigen env-Gens eine Neomycin-Indikator-Kassette (neo™)
(Freeman et al. 1994), welche einen indirekten Nachweis einer Retrotransposition
ermdglicht.

Zusatzlich wurden die verwendeten Konstrukte mit einem Hygromycinresistenzgen
versehen, um nach erfolgter Transfektion Zellen zu selektieren, welche solch ein Konstrukt
aufgenommen haben und somit potentielle Retrotranspositionsereignisse beherbergen
kénnen.

AulRerdem wurden einerseits alle so markierten Proviren (auf3er HIV-1) mit demselben
heterologen Promotor (CMV, Promotor des Cytomegalievirus) versehen, um die
resultierenden Ergebnisse vergleichen zu kdnnen. Andererseits wurde ein auf dem Moloney
Murine Leukemie Virus basierendes Indikatorkonstrukt verwendet, welches von dem
viruseigenen  Promotor (LTR) reguliert wird, da fir dieses bereits eine
Retrotranspositionaktivitat gezeigt worden war (Heidmann et al. 1988).

LTR regulierte Konstrukte wurden auch von dem Molekularklon PERV-B(33) und dem
humanen Immundefizienz Virus 1 (HIV-1) hergestellt, da auch in diesem Fall noch keine
Aktivitat, im Sinne einer Retrotransposition, beschrieben wurde.

Als Negativkontrollen wurden Deletionsmutanten der Leserahmen gag/pol sowie zuséatzlich
Kapsid (gag)- und Polymerase (pol)-Deletionsmutanten, im Falle der CMV regulierten
Konstrukte, hergestellt.

Im Folgenden sind die Ergebnisse der einzelnen Klonierungsschritte und die
Klonierungsstrategie dargestellt.

3.1.1 Insertion der modifizierten Proviren von PERV  -B(33) und
HERV-K113 in das heterologe eukaryotische
Expressionsplasmid pJW-Hyg

In den Abbildungen 3.1 - 3.3 ist die Klonierungsstrategie anhand des Proviruses PERV-B(33)
dargestellt (Die Klonierung von HERV-K113 wurde analog mit entsprechenden
Oligonukleotiden durchgefiihrt. Das entsprechende MoMLV-Konstrukt war bereits im Labor
vorhanden, Dissertation XinLi Nan 1998).

Einleitend wurde die 3'LTR einschliel3lich des Polypurintraktes via PCR ausgehend von dem
Molekularklon pGTePERV-B(33)Achrom (bzw. BAC-Klon RP11-398B1 bei HERV-K113,
Turner et al. 2001) mit den Oligonukleotiden PERV-B(33) 3'LTR for und PERV-B(33) 3'LTR
rev amplifiziert (bzw. entsprechende HERV-K113 Oligonukleotide). Die hier verwendeten
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Oligonukleotide beinhalteten je eine Restriktionsschnittstelle fir Clal, wobei der
Reversprimer zusatzlich noch eine Nhel-Schnittstelle besitzt. Nach Restriktion mit Clal
konnte das resultierende PCR-Produkt in den Zielvektor pNeo-intSV40 (tragt die
Indikatorkassette), der ebenfalls mit Clal restringiert wurde, eingefiigt werden (Abb. 3.1). Der
resultierende Vektor pNeo-intSV40 3'LTR PERV-B(33) beinhaltet somit die Indikatorkassette
und 3’ (stromabwarts) davon die 3'LTR des entsprechenden Proviruses (vgl. Abb. 3.1).

SP(‘ SLIR PBS
Clal (1)
SV40 promoter
ATP(R) 4 cAp g ]l
y - NEO(R <
=

o

o

5
d

T7
PERV-B(33) 3LTR rev Clal Nhel Intron (Garmre-Globinger)
ILT
N

PERV-B(33) 3LTR for Clal
NEO(R \\\

pGemTeasy PERV-B(33) Achrom pNeo-intSV40
11933bp 5165bp

env

Nhel (5927) Clal(1)

Clal (5166)

SV40 promote[/

NEO(RQ/[‘

Intron (Gamma-Globingen)

pNeo-intSV40 3'LTR PERV-B(33)
5933bp

Abb. 3.1: Insertion der 3'LTR des Proviruses stroma  bwarts der Neomycin
Indikatorkassette

Im néchsten Schritt wurde, basierend auf dem beschriebenen Plasmid pNeo-intSV40 3'LTR
PERV-B(33) (bzw. -HERV-K113), die Indikatorkassette mit angefugter 3'LTR mittels PCR
amplifiziert. Die hierflir verwendeten Primer (der Reversprimer entspricht dem der ersten
PCR) beinhalteten eine Hindlll Schnittstelle 5 und eine Nhel Schnittstelle 3'. Dieses
Amplifikat wurde Uber die genannten Restriktionsschnittstellen in den Vektor pJW-Hyg
(freundlicherweise zur Verfugung gestellt von Harriet Robinson) (Lu et al. 1996), der
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gleichfalls entsprechend vorbehandelt wurde, eingefiigt. Bei pJW-Hyg handelt es sich um
einen eukaryotischen Expressionsvektor, welcher fir einen CMV Promotor und ein
Hygromycinresistenzgen codiert.

Der neu entstandene Vektor pJW Neo-intSV40 3'LTR PERV-B(33) Hyg tragt in 5-3'
Orientierung einen CMV-Promotor mit folgender revers orientierter Indikatorkassette (neo™),
die 3LTR des entsprechenden Provirus, ein Hygromycinresistenzgen und ein
Ampicillinresistenzgen zur Selektion in eu- bzw. prokaryotischen Zellen (vgl. Abb. 3.2).

3 = CMV promoter
< PERV-B(33) rev Clal, Nhel -y,
SV40 promoter |
i P(BLA)
NEO(RU >
Intron A
Amp(R)
( | HindIlI (1702)
| 0=
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Intron (Gamma-Globingen) x )/ 7
\/M/ TK Promotor
NEOR)
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_ _ ORI TKpA . T "HYG(R)
Neo-intSV40 for Hindlll
pNeo-intSV40 3'LTR PERV-B(33) pJW-Hyg
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X Vr—yNeo(R)
HYG(R \
® & M SV40 promoter

)

TK-Promotor 3'LTR

pJW Neo-intSV40 3'LTR PERV-B(33) Hyg
9869bp
Abb. 3.2: Insertion der Indikatorkassette mit 3’'LTR in den eukaryotischen
Expressionsvektor pJW-HYG

Abschlieend musste der noch fehlende provirale Teil eingefiigt werden. Hierzu wurde der
zuletzt klonierte Vektor pJW Neo-intSV40 3'LTR PERV-B(33) Hyg mit dem
Restriktionsenzym Notl restringiert, welches bei der Amplifikation der Indikatorkassette und
der 3'LTR Bestandteil des Vorwartsprimers war. Hierzu war es zunachst notwendig zwei
bereits vorhandene Notl-Restriktionsschnittstellen des Basisvektors pJW-HYG ,stillzulegen®.
Dies wurde mittels einer Kinetik des Restriktionsenzyms Notl ermdglicht. Dabei wurden
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Restriktionsansatze  nach  unterschiedlichen  Zeitpunkten inaktiviert und nach
Agarosegelektrophorese der Ansatz ausgewahlt, bei welchem der Vektor linearisiert vorlag
bzw. erst eine der zwei Restriktionsschnittstellen benutzt wurde. Nach Aufreinigung des
linearisierten Vektors und Auffillen der Gberh&dngenden Enden wurde das Plasmid religiert
und erneut mit Notl restringiert, um die verbleibende Schnittstelle gleichermalfden
L,Stillzulegen®.

Das provirale Stuck wurde ausgehend von dem Molekularklon pGTePERV-B(33)Achrom
(BAC-Klon RP11-398B1 bei HERV-K113, Turner et al. 2001) amplifiziert. Dabei wurden
Oligonukleotide verwendet, welche je eine Notl Schnittstelle beinhalteten und den Bereich
von der R-Region der 5’LTR bis zum Ende des Polymerasegens vervielfaltigten.
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fl 0@
ORI \ Neo(R) T7
‘ POLY A
TK A\ J
{ Intron (Gamma-Globingen) $LTR
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9869bp 11933bp
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/( ﬂ\leo(R)
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pJW PERV-B(33) AenvNeo-intSV40 Hyg
15648bp

Abb. 3.3: Insertion der proviralen Region ,R* bis E

intSV40 3'LTR PERV-B(33) HYG

nde pol in den Vektor pJW Neo-

Der fertige Vektor pJWPERV-B(33)AenvNeo-intSV40Hyg beinhaltete somit den proviralen
Anteil mit revers orientierter Indikatorkassette anstelle des env-Gens, welcher von einem
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heterologen CMV-Promotor in vitro transkribiert werden kann (vgl. Abb. 3.3). Nach erfolgter
Transkription in einer eukaryotischen Zelle sollte folglich eine mRNA gebildet werden, welche
einer proviralen mRNA entspricht. D.h. alle Elemente (R-Regionen, PBS, PPT) und Enzyme
(RT, IN), die fur eine reverse Transkription und erneute Integration benétigt werden, sind
vorhanden. Infolgedessen sind diese verdnderten Proviren potentiell in der Lage, einen env-
unabhangigen, intrazelluldaren Retrotranspositionszyklus zu vollziehen.

3.1.2 Konstruktion der PERV-B(33) Deletionsmutanten

Fir die Deletionsmutantenherstellung von PERV-B(33) wurde das PCR-Amplifikat, welches
den Bereich von der R-Region der 5’LTR bis zum Ende des Polymerasegens enthalt in den
Vektor pcDNA3.1(-) subkloniert. Daraus entstand der Vektor pcDNA3.1 R-Pol PERV-B(33).
Zusatzlich wurde der Vektor pBAC-2cp gpl als Vektor zur Subklonierung verwendet (Abb.
3.4).

Diese Vektoren dienten als Basis zur Herstellung der Deletionsmutanten, bevor
abschliel3end alle Fragmente in den Zielvektor pJW-Hyg kloniert wurden.
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bla promoter

gag gag/pol HERV-K113

Amp(R)

fl origin/}l
By » <

{/K)UC origin Ap

|

pol origin ~ \
fl origin% [\\\\
Not1 (5780) 1629
pcDNA 3.1 R-Pol PERV-B(33) pBAC-2cp gpl
10794bp 10157bp

Abb. 3.4: Zur Subklonierung bei der Herstellung der PERV-B(33) Deletions-
mutanten verwendete Vektoren

3.1.2.1 Konstruktion der gag-Deletionsmutante von PERV-B(33)

Fur die Herstellung der gag-Deletionsmutante wurde der Vektor pcDNA3.1 R-Pol PERV-
B(33) mit Sacll und Agel restringiert (Abb. 3.5) und dieses Fragment (2342bp) in den Vektor
pBAC-2cp gpl, der mit denselben Enzymen behandelt wurde, subkloniert. In diesem Vektor,
pBAC-2cp Gag B(33), war es dann mdoglich eine gag-Deletionsmutante zu erstellen, was
vorher aufgrund zu vieler Restriktionsschnittstellen nicht durchfihrbar gewesen wére.
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Im néachsten Schritt wurde der Vektor pBAC-2cp Gag33 mit Pvull und Xbal restringiert (Abb.
3.6), wobei eine gag-Deletionsmutante entstand. AnschlieRend wurden die Uberhange mit
der T4-DNA-Polymerase aufgefillt und religiert. Nun konnte die entstandene Mutante mit
den einleitend verwendeten Restriktionsenzymen Sacll und Agel in den Vektor pcDNA 3.1
R-Pol PERV-B(33) (ebenfalls restringiert mit Agel/Sacll) zurtickgefihrt werden (Abb. 3.6).
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Abb. 3.6 Fertigstellung der gag-Deletionsmutante vo  n PERV-B(33)

3.1.2.2 Konstruktion der gag/pol Deletionsmutante von PERV-B(33

Die gag/pol-Deletionsmutante wurde ausgehend von dem Vektor pcDNA3.1 R-Pol PERV-
B(33) durch Restriktion mit dem Enzym Narl (Abb. 3.7) hergestellt. Das dabei entstehende
7234bp grole Fragment wurde nach Agarosegelelektrophorese reisoliert und religiert.
Daraus entstand der Vektor pcDNA R-Pol Del Gag/Pol PERV-B(33).



3. Ergebnisse

44
5'LTR/delta U3
bla promoter o NarI (1160) NotI(1) | TRigelta U3
Amp(R)

Narl(1601)  pja promoter

puUC origin lz Amp(R) //
A 4

o>~ Not 1 (2220)
pol pUC origin
f1 origin %rigin
Narl (5671)

pcDNA 3.1 R-Pol PERV-B(33)
10794bp

Abb. 3.7
Deletionsmutante

3.1.2.3 Konstruktion der

Restriktion des proviralen Anteils von PER

pcDNA 3.1 R-Pol Del Gag/Po | PERV-B(33)
7234bp

V-B(33) zur gag/pol-

pol -Deletionsmutante von PERV-B(33)

Fur die Herstellung der pol-Deletionsmutante wurde der Vektor pcDNA3.1 R-Pol PERV-B(33)
mit den Restriktionsenzymen Agel und BsrGl behandelt (Abb. 3.8) Das 8253 bp groR3e

Fragment wurde nach Agarosegelelektrophorese

reisoliert und nach Auffillen der

Uberhange mit der T4 DNA Polymerase religiert. Daraus entstand der Vektor pcDNA R-Pol

Del Pol PERV-B(33).
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Im Fall der gag-Deletionsmutante (3.1.2.1, Abb. 6) wurde das Vorhandensein des richtigen
Leserahmens mit Hilfe einer Sequenzierung des mutierten Bereichs bestatigt. Dies war
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notwendig um zu gewdhrleisten, dass der stromabwarts folgende pol-Leserahmen im
richtigen Leseraster vorliegt.

3.1.3 Konstruktion der HERV-K113 Deletionsmutanten

Nun wurden von dem analog hergestellten Konstrukt pPJWHERV-K113AenvNeo-intSV40Hyg
(vgl. Abb. 3.3, S. 40) Deletionsmutanten von gag, gag-pol und pol hergestellt. Einerseits
sollte sichergestellt werden, dass potentielle Retrotranspositionsereignisse von Polymerase
und Kapsidprotein abhangige Mechanismen sind und andererseits nicht durch Proteine von
endogenen LINE-1 (Long interspersed nuclear elements) vermittelt werden. Die Deletionen
der Leserahmen wurden nicht im Zielvektor pJW-Hyg durchgefuhrt, da darin zu viele
Restriktionsschnittstellen vorhanden waren.

Fir die Mutantenherstellung wurde das PCR-Amplifikat von HERV-K113, in den Vektor pET-
Duet-1 subkloniert. Das Amplifikat enthalt den Bereich von der R-Region der 5’'LTR bis zum
Ende des Polymerasegens. Daraus entstand der Vektor pET-Duet R-Pol HERV-K113 (Abb.
3.9). Dieser Vektor diente als Basis zur Herstellung der Deletionsmutanten bevor
abschliel3end alle Fragmente in den Zielvektor pJW-Hyg kloniert wurden.

NotI(1) 5 LTR/delta U3

i

= pBR322 origin

X POL
Amp(R) _

fl origin\/ /
Not1(6198)

PET-Duet R-Pol HERV-K113
11168bp
Abb. 3.9: Insertion des PCR-Amplifikates des Provir  us HERV-K113 von R-Pol in
den Vektor pET-Duetl

3.1.3.1 Konstruktion der gag-Deletionsmutante von HERV-K113

Fur die gag-Deletionsmutante wurde das Plasmid pET-Duet R-Pol HERV-K113 mit den
Restriktionsenzymen PshAl und BbvCl behandelt (Abb. 3.10), nach gelelektrophoretischer
Auftrennung das 10157bp grof3e Fragment reisoliert, anschlieBend die Uberhdngenden
Enden mit der T4 DNA Polymerase aufgefillt und zuletzt religiert. Daraus entstand das
Plasmid pET-Duet R-Pol Del Gag HERV-K113.
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3.1.3.2 Konstruktion der gag/pol -Deletionsmutante von HERV-K113

Fur die gag/pol-Deletionsmutante wurde der Ausgangsvektor mit den Enzymen Bglll und
Xbal restringiert (Abb.3.11), nach gelelektrophoretischer Auftrennung das 5805 bp grofRe
Fragment reisoliert und nach Auffillen der Uberhdngenden Enden mit der T4 DNA
Polymerase religiert. Daraus entstand das Plasmid pET-Duet R-Pol Del Gag/Pol HERV-

K113.
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3.1.3.3 Konstruktion der pol-Deletionsmutante von HERV-K113

Fur die pol-Deletionsmutante wurde das Konstrukt pET-Duet R-Pol HERV-K113 mit den
Restriktionsenzymen Spel und Xbal behandelt (Abb. 3.12) und nach gelelektrophoretischer
Auftrennung das 7788 bp grof3e Fragment sofort religiert, da bei den hier verwendeten
Enzymen die gleichen Uberhange entstehen. Daraus entstand das Plasmid pET-Duet R-Pol
del Pol HERV-K113.

5'LTR/delta U3 NotI (1)

deltal3/5' LTR
lact /‘? B N e
lacl <
/ GAG y

4
y
b GAG
= pBR322 origin — Spel (2706)
A& pBR322 origin
x ~

Amp(R) % POL f\ NotI (2822)

f1 origin / b f1 origin

Xbal (6086) Amp(R)
pET-Duet R-Pol HERV-K113 pET-Duet R-Pol del Pol HERV-K1 13
11168bp 7792bp

Abb. 3.12:  Restriktion des proviralen Anteils von H ERV-K113 zur pol-
Deletionsmutante

Das Vorhandensein des richtigen Leserahmens im Fall der gag-Deletionsmutante (3.1.3.1,
Abb. 3.10) wurde mit Hilfe einer Sequenzierung des mutierten Bereichs bestatigt. Dies war
notwendig um zu gewahrleisten, dass der stromabwarts folgende pol-Leserahmen im
richtigen Leseraster vorliegt.

3.1.4 Konstruktion des LTR regulierten PERV-B(33) |  ndikator-
plasmids

Im Folgenden ist die Klonierung der PERV-B(33) ,Positivkontrolle* dargestellt, welche sich
durch die Verwendung des PERYV eigenen Promotors und ein anderes ,Plasmidriickgrat* von
den bisher beschriebenen Konstrukten unterscheidet.

Ausgehend von dem Molekularklon pGTePERV-B(33)Achrom wurde der env-Leserahmen
mit Hilfe der Restriktionsenzyme Kpnl und Pacl deletiert (Abb. 3.13), um an dieser Stelle die
beschriebene Neomycin-Indikatorkassette einzufligen. Diese wurde aus dem Donorplasmid
pNeo-intSV40, mit den Restriktionsenzymen Sacll und Clal restringiert. Da bei diesen
Restriktionen ungleiche, kohasive Enden erzeugt wurden, mussten jeweils die entstandenen
Uberhange aufgefillt werden, so dass glatte Enden entstanden (Abb. 3.13).

Daraus resultierte eine ungerichtete Ligation, wobei das Plasmid pGemTeasy PERV-
B(33)AEnv Neo-intSV40 entstand. Aufgrund dieser ungerichteten Klonierung (glatte Enden)
musste die Orientierung des Inserts mittels Restriktionsanalysen tberpruft werden.
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Abb 3.13: Insertion der Neomycin-Indikatorkassette anstelle des env-Gens des
Molekularklons PERV-B(33)

Zur Selektion transfizierter Zellen wurde abschlielend das Plasmid pGemTeasy PERV-
B(33)AEnv Neo-intSV40 durch ein Hygromycinresistenzgen erganzt. Dieses wurde Uber die
glatte Enden produzierenden Restriktionsenzyme Pvull und Xmnl aus dem
Expressionsvektor pcDNA 3.1 Hygro(+) (Invitrogen) restringiert und anschlieend 3’
(stromabwarts) der 3'LTR eingefligt (Abb. 3.14). Zuvor wurde das Indikatorkonstrukt mit dem
glatte Enden produzierenden Restriktionsenzym Zral restringiert (Abb. 3.14). Daraus
resultierte der fertige Vektor pGemTeasy PERV-B(33)AEnv Neo-intSV40 Hyg.
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Abb. 3.14 Insertion des Hygromycinresistenzgens zum PERV-B(33)
Indikatorkonstrukt

3.1.4.1 Konstruktion der gag/pol -Deletionsmutante des LTR regulierten PERV-
B(33) Indikatorplasmids
Zur Herstellung der gag/pol-Deletionsmutante wurde das PERV-B(33)-Indikatorkonstrukt mit

den glatte Enden produzierenden Restriktionsenzymen Nrul und EcoNI restringiert und das
10197bp grol3e Fragment religiert.
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Nachstehend ist die Konstruktion der MoMLV-Positivkontrolle dargestellt. Hierzu wurde das
Hullprotein deletierte MoMLV Indikatorkonstrukt pMovAenvNeo-intSV40 (war bereits aus
einer vorangegangenen Dissertation vorhanden, XinLi Nan 1998) mit Pcil und Sspl
restringiert, um den proviralen Anteil in das Hygromycin tragende Plasmid pTRE2Hyg zu
klonieren, welches mit Smal und Pcil Restriktion zur Klonierung vorbereitet wurde (Abb.
3.15). Der resultierende Vektor enthalt somit neben einer Hygromycinkassette zur Selektion
von transfizierten Zellen zusétzlich ein neo™-markiertes MoMLV-Provirus.
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Abb. 3.16 Konstruktion des MoMLV Indikatorkonstrukt es

3.1.5.1 Konstruktion der gag/pol -Deletionsmutante des LTR regulierten MOMLV
Indikatorplasmids

Zur Herstellung der gag/pol-Deletionsmutante wurde das MoMLV-Indikatorkonstrukt mit dem
Restriktionsenzym Bglll restringiert und religiert.
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Abb. 3.17 Restriktion des proviralen Anteils von Mo MLV zur gag/pol-
Deletionsmutante

3.1.6 Konstruktion des LTR regulierten HIV-1 Indika  torplasmids

Ein weiteres Konstrukt, welches verwendet wurde, war ein mit neo™-markiertes HIV-1
Provirus. Ausgehend von dem Vektor pNL4-3AenvEGFP (Muhlebach et al. 2005), welches
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anstelle des env-Gens eine EGFP-Kassette tragt, wurde die oben beschriebene
Indikatorkassette kloniert. Im ersten Schritt wurde die EGFP-Kassette von pNL4-3AenvEGFP
durch Notl, Sacll-Restriktion deletiert. Die neo™-Indikatorkassette wurde durch Bsp120
Sacll-Restriktion aus dem Donorplasmid pNeo-intSV40 entfernt und gerichtet in den
vorbereiteten Vektor kloniert (Abb. 3.18). Daraus entstand der Vektor pNL4-3AenvNeo-
intSV40.
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Abb. 3.18 Insertion der Neomycin Indikatorkassette anstelle des proviralen

HIV-1 env-Gens

Zur Selektion nach erfolgter Transfektion wurde eine Hygromycinkassette eingefligt, welche
Uber Mscl, Nrul-Restriktion (glatte Enden produzierend) aus dem Vektor pCEP4 restringiert
wurde. Dieses Fragment wurde in den Psil (glatte Enden produzierend) restringierten Vektor
pNL4-3AenvNeo-intSV40 eingefligt, woraus der Vektor pNL4-3AenvNeo-intSV40 TK-Hyg
entstand, welcher zur Transfektion verwendet wurde (Abb. 3.19).
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Abb. 3.19 Insertion einer Hygromycin-Resistenzkasse  tte in das HIV-
Indikatorkonstrukt

3.2  Retrotranspositionsexperimente

Alle oben beschriebenen Konstrukte wurden in 293- und HelLa-Zellen transfiziert, die HERV-
Konstrukte zusatzlich in D17-Zellen (eine Hundezelllinie). Dadurch sollte nach Detektion
potentieller Retrotranspositionsereignisse einer moéglichen Komplementierung und dadurch
Falschung durch endogene HERV-Sequenzen vorgebeugt werden.

In Abbildung 2.2 (S.22) ist der Versuchsablauf schematisch fur PERV-B(33) dargestellt.
Nach Transfektion wurden die Zellen zunachst 10-14 Tage mit Hygromycin versetzt, so dass
nach beendeter Selektion und Vermehrung auf drei Gewebekulturschalen ausschliel3lich

Zellen Uberlebten, die ein modifiziertes Provirus aufgenommen hatten. Nachdem dreimal
eine Million Zellen oder dreimal 2 Millionen Zellen auf jeweils eine neue Gewebekulturschale
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ausplattiert wurden, erfolgte die Verwendung von G418 (Neomycinanalogon). Dabei wurde
von einem Loch einer Sechslochplatte ausgegangen. Diese Neomycinselektion wurde im
Fall der dritten Gewebekulturschale eingeleitet ohne die Zellen zu zahlen und neu
auszuplattieren. Nach 10-14 Tagen Neomycinbehandlung wurden die gezahlten Zellen mit
Giemsa gefarbt, um die Retrotranspositionsfrequenz durch Auszahlen der resistenten Zellen
zu bestimmen. Die ungezahlten, resistenten Zellen wurden von den Gewebekulturschalen
,geerntet*, in eine 96 Lochplatte Uberfuhrt, bis auf etwa 10° Zellen vermehrt und nach
Isolierung der genomischen DNA auf Integration des retrotransponierten Proviruses
analysiert.

3.2.1 Testder CMV regulierten HERV-, PERV- und MoM LV
Plasmide

Die entsprechenden Konstrukte wurden, wie oben beschrieben, in verschiedene Zelllinien
transfiziert. In diesem Experiment und mehreren Wiederholungen konnte fir kein CMV-
reguliertes Konstrukt und in Kkeiner verwendeten Zelllinie eine Retrotransposition
nachgewiesen werden.

3.2.2 Testder LTR regulierten PERV-, MOMLV- und HI V-1
Plasmide

Die entsprechenden Konstrukte fir PERV, MoMLV und HIV-1 und die dazugehérigen
Deletionsmutanten wurden in 293- und HelLa Zellen transfiziert. Im Gegensatz zu den 293
Zellen konnten in HeLa Zellen Retrotranspositionsereignisse detektiert werden, wonach alle
weiteren Versuche sich auf diese Zelllinie beschrankten. Allerdings war auch in diesen Zellen
kein Nachweis einer HIV Retrotransposition mdglich. Exemplarisch sind im Folgenden (Abb.
3.20; 3.21) die Ergebnisse eines Experimentes der Indikatorkonstrukte von MoMLV und
PERV-B(33), nach Farbung mit Giemsa, dargestellt. Alle weiteren Ergebnisse der
Retrotranspositionsexperimente kénnen im Anhang (S. 77ff.) nachgeschlagen werden.
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Abb. 3.20:  Retrotranspositionsereignisse von PERV-B  (33) ausgehend von
jeweils 10 °® Zellen (Experiment 1C) (s. Abb. 3.22)

Abb. 3.21:  Retrotranspositionsereignisse von MoMLV ausgehend von jeweils 2¥10 °
Zellen (Experiment 2C) (s. Abb. 3.25))

Bei den entsprechenden gag, gag/pol und pol Deletionsmutanten wurden keine
Retrotranspositionsereignisse nachgewiesen.

Zur Berechnung der Retrotranspositionsfrequenz wurde die Anzahl der neo" Zellen durch die
Anzahl der ausplattierten hyg" Zellen dividiert. Daraus resultiert die Haufigkeit einer
Retrotransposition bezogen auf die Anzahl der eingesetzten Zellen (s. Tab. 3.1). Die
maximale Frequenz fiir PERV-B(33) betrug 1,2*10°® pro Zelle und Generation, bzw. 8*10°® fiir
MoMLV. Damit ist die Retrotranspositionsfrequenz von PERV-B(33) etwa um das
siebenfache geringer als die von MoMLYV.

In folgenden Abbildungen sind die Zusammenfassungen der Retrotranspositions-
experimente, sortiert nach verwendetem Provirus und Anzahl ausgesater Zellen, grafisch
dargestellt.
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Abb.: 3.22  Zusammenfassung der Retrotranspositionse xperimente des
Indikatorkonstruktes von PERV-B(33) mit 10  ° eingesetzten Zellen
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Abb. 3.23:  Zusammenfassung der Retrotranspositionse xperimente des Indikator-
konstruktes von PERV-B(33) mit 2*10 ° eingesetzten Zellen
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Abb. 3.24:  Zusammenfassung der Retrotranspositionse xperimente des
Indikatorkonstruktes von MoMLV mit 10  ° eingesetzten Zellen
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Abb. 3.25:  Zusammenfassung der Retrotranspositionse xperimente des
Indikatorkonstruktes von MoMLV mit 2*10  ° eingesetzten Zellen

In folgender Tabelle sind die Ergebnisse der Retrotranspositionsexperimente dargestellt.
Diese sind nach Provirus und der jeweiligen Anzahl ausgesater Zellen sortiert. Zusatzlich
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sind die minimal [min] und maximal [max] detektierten Retrotranspositionsereignisse mit
entsprechender, daraus resultierender, maximaler [max] Retrotranspositionsfrequenz
angegeben.

PERV-B(33) MoMLV
Anzahl Zellen (2) 1 Million 2 Millionen 1 Million 2 Millionen
Retrotranspositions-
ereignisse (x) 0-12 0-11 0-45 0-160
[min-max]

Frequenz (y)
y= x/z 1,2 *10° 5,510 4,5%10° 8*10°
[max]

Tab. 3.1: Retrotranspositionsfrequenzen der Indika  torkonstrukte von PERV-B(33)
und MoMLV

3.3  Analyse von Integrationsstellen der Indikatorkon strukte

Die Analyse der Integrationsstellen erfolgte mit Hilfe der EPTS/LM-PCR, eine spezielle PCR,
fur die Charakterisierung einzelner Integrationsorte. Wie in Abb. 2.2 (Material und Methoden)
dargestellt ist, wurde ein bestimmter Anteil hygromycinresistenter Zellen nicht gezahlt und
neu ausgeséat, sondern direkt mit G418 behandelt. Die resultierenden neomycinresistenten
Kolonien wurden geerntet und einzeln bis zu einem konfluenten Loch einer 12 Lochplatte
vermehrt. Darauf basierend wurde die genomische DNA prépariert und in eine EPTS/LM-
PCR eingesetzt. In diesem Experiment sollte gezeigt werden, dass die retrotransponierten
Proviren ein retrovirales Integrationsmuster aufweisen und Uber vollstandige 3'Enden
verfugen. Dies wére nicht der Fall, wenn die detektierten Retrotranspositionen durch
Proteine von endogenen LINE-1 vermittelt worden waren.

Es wurden drei Integrationen sowohl von PERV-B(33) als auch von MoMLV untersucht,
welche alle ein typisches retrovirales Integrationsmuster aufwiesen. Dieses Muster zeichnet
sich durch eine Sequenzverdopplung von 4 Basenpaaren (TSD=Target Site Duplication) aus,
welche die retrotransponierten Kopien flankieren (vgl. Abb. 3.26 und 3.27 [rot]). Zusatzlich
verfligen die detektierten Kopien uber vollstandige 3'Enden, womit eine LINE-1 vermittelte
Retrotransposition ausgeschlossen werden kann.
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leere Zielsequenz VOO

1

4bp TSD 4bp TSD
retrotransponierte Kopie
Chromosom 9 ATGAGAATTA GTAT |TGAA --- - I - TTCA] GTAT CCCATT TTTCTTGITC
Chromosom 1 AGGAGGTGGAG GITG|TGAA ---- /] ===~ TTCA| GTTG CAGTGA GCCAAGATTG
Chromosom 18 AATTTTTTGIA TTAG|TGAA ---- /] ... TTCA| TTAG GTATAT TATACCACAA

Abb. 3.26:  Untersuchte Integrationsstellen des Indi  katorplasmids von PERV-B(33)

leere Zielsequenz VOO0

1

4bp TSD 4bp TSD
retrotransponierte Kopie
Chromosom 1 CAACTTCTCCTG GAAA |AATG ---- [ B CATT| GAAA TCCACCCACTTGTAAA
Chromosom 6 TTTGTGTAATT GRAAG|AATG ---- [ ----- CATT | GAAG TGCGTGCAAAGGAGGT
Chromosom 1 AAATGAAAGAATT ATGH AATG ---- /[ ----- CATT | ATGG ATTGCATTTACTGATGCC

Abb. 3.27:  Untersuchte Integrationsstellen des Indi  katorplasmids von MoMLV

B. Durchmusterung verschiedener transgener Schweine
nach infektiosen, replikationskompetenten PERV-A un d
PERV-B sowie ekotropen PERV-C

Um eine virologische Sicherheit bei einer potentiellen Xenotransplantation zu gewahrleisten,
sollten nach Mdglichkeit nur Organe von Schweinen verwendet werden, welche keine
infektidsen Proviren in ihrem Genom beherbergen. Aus diesem Grund ist es notwendig alle
Schweine, die flr eine mogliche Xenotransplantation in Frage kommen, auf Anwesenheit von
replikationskompetenten Proviren zu untersuchen. Dies ist dadurch mdglich, dass die
Genorte von allen vier bisher bekannten, nativ vorkommenden replikationskompetenten
PERV-A/ -B bekannt sind (Niebert et al. 2002). Somit kann man mit Hilfe einer PCR auf
Anwesenheit dieser Proviren testen. Man verwendet dabei Oligonukleotidpaare, die
einerseits spezifisch fir das Provirus sind (PK26 und PK30) und andererseits spezifisch fur
die entsprechende chromosomale Flanke (Niebert et al. 2002, 2003). In Abb. 3.28 ist diese
PCR schematisch dargestellt. Im Rahmen dieser Arbeit wurden genomische DNAs von
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verschiedenen transgenen Schweinen verwendet und auf Anwesenheit der entsprechenden
Proviren getestet (s.Tab 3.2 und Tab. 3.3). Einleitend wurden alle DNA-Proben in einer PCR
mit Hilfe des PCR Oligonukleotidpaares PK1 und PK6 (s. Abb. 3.28, blau) auf Brauchbarkeit
getestet.

Die Primer PK26 und PK30 wurden als PERV spezifische Oligonukleotide in Kombination mit
dem jeweiligen Flankenprimer des entsprechenden Proviruses verwendet (vgl. Abb. 3.28).

Zusatzlich sind alle Schweine aus den Tabellen 3.2 und 3.3 auf die Anwesenheit von PERV-
C untersucht worden. PERV-C ist zwar ekotrop, allerdings ist es das Rickgrat einer
Rekombinante PERV-A/C, welche xenotrop ist. Bei dieser PCR-Analyse, welche ebenfalls
auf genomischer DNA basiert, wurde ein PERV-C envelope-spezifisches Stlck
nachgewiesen. Hierzu wurden die Oligonukleotide PERV-C for und PERV-C rev verwendet,
womit nach erfolgter PCR bei Anwesenheit der entsprechenden Sequenz ein etwa 280bp
grol3es Fragment entsteht (s. Abb. 3.29, rot). Die Ergebnisse dieser Analyse sind in den
Tabellen 3.2 und 3.3 dargestellt.

5LTR PK26 PK 1 PK 6 PK 30
cap I l
sb SA 3°LTR
U3 |n|us B b oo a P(A)
1 ) | gaq | | env ‘PP‘ A
gag } 5
[¢] E U3 |R|US

Niebert and Tonjes 2003

Abb. 3.28 Schematische Darstellung des Ablaufs des Nachweises replikations-
kompetenter PERV-A/-B

PERV-C for

5'LTR gag 3LTR

pol

PERV-C rev
env é

Abb. 3.29 Schematische Darstellung des Nachweisesv ~ on PERV-C env
spezifischen Sequenzen mittels gezeigter Oligonukle  otiden (rot)
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replikationskompetente PERV-A/B und PERV-C

Nummer/Name Transgen 151B10 192B9 463H12 PERV-C
8475 TRAIL - + - +
8646 CD55 - + - +
8661 TRAIL - - - +
8666 TRAIL - - - +
8675 aMHC + + + +
8726 TRAIL + + + +
8727 TRAIL + + + -
9013 aMHC + - + +
9023 TRAIL - + - +
9075 TRAIL/HLA-E + + + +
9077 TRAIL/HLA-E n.d. n.d. n.d. +
9228 TRAIL/HLA-E - + - +
9230 TRAIL/HLA-E + + + +
9231 TRAIL/HLA-E - + - +
9234 CD55 - + - -
9235 CD55 + - + -
9236 CD55 + + + -
9237 CD55 - - - +
9238 CD55 + - n.d. +
9242 CD55 + - + +
9426 hDAF/TRAIL + + + +
9427 HLA-E + + + +
9428 hDAF/HLA-E + + + +
9430 TRAIL + - + +
9431 HLA-E/TRAIL + - + +
9432 HLA-E + + + +
9433 wt - + - +
9434 hDAF + - + +
9480 n.d. n.d. n.d. +
9481 n.d. n.d. n.d. +
9484 n.d. n.d. n.d. +
9485 n.d. n.d. n.d. +
9486 n.d. n.d. n.d. +
9487 n.d. n.d. n.d. +
9488 n.d. n.d. n.d. +
9489 n.d. n.d. n.d. +
9490 n.d. n.d. n.d. +
9491 n.d. n.d. n.d. +
9492 n.d. n.d. n.d. +
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Nummer/Name Transgen 151B10 192B9 463H12 PERV-C
9495 n.d. n.d. n.d. +
9496 n.d. n.d. n.d. +
9497 n.d. n.d. n.d. +
9498 n.d. n.d. n.d. +
9499 n.d. n.d. n.d. +
9500 n.d. n.d. n.d. +
9501 n.d. n.d. n.d. +
9502 n.d. n.d. n.d. +
9504 n.d. n.d. n.d. +
9505 n.d. n.d. n.d. +
9507 n.d. n.d. n.d. +
9508 n.d. n.d. n.d. +
9509 n.d. n.d. n.d. +
9510 n.d. n.d. n.d. +
9511 n.d. n.d. n.d. +
9512 n.d. n.d. n.d. +
9513 n.d. n.d. n.d. +
9515 n.d. n.d. n.d. +
9517 n.d. n.d. n.d. +
9518 n.d. n.d. n.d. +
9519 n.d. n.d. n.d. +
9520 n.d. n.d. n.d. +
9523 n.d. n.d. n.d. +
9524 n.d. n.d. n.d. +
9525 n.d. n.d. n.d. +
9526 n.d. n.d. n.d. +
9528 n.d. n.d. n.d. +
9529 n.d. n.d. n.d. +
9530 n.d. n.d. n.d. +
9531 n.d. n.d. n.d. +
9532 n.d. n.d. n.d. +
9533 n.d. n.d. n.d. +
9482 n.d. n.d. n.d. +
9493 n.d. n.d. n.d. +
9506 n.d. n.d. n.d. +
9514 n.d. n.d. n.d. +
9521 n.d. n.d. n.d. +
9527 n.d. n.d. n.d. +

Tab. 3.1 Durchmusterung verschiedener transgener Sc =~ hweine (Neustadt/Mariensee)
+: Schwein enthélt entsprechendes Provirus

-: Schwein enthélt entsprechendes Provirus nicht

n.d.: nicht definiert
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replikationskompetente PERV-A/B und PERV-C
151B10 192B9 463H12 PERV-C

Nummer/Name Transgen

Ni371 TRAIL/CD59 + - - +
Ni372 TRAIL/CD59 - - - +
Ni373 TRAIL/CD59 + - - +
Ni376 TRAIL/CD59 - + + +
Ni334 CD55/CD59 + + + +
Ni336 CD55/CD59 + + - +
Klon21 CD55/CD59 + + + +
Kloneber 3 pot. Gal-Ko + - - +
Klon6 pot. Gal-Ko - + + -
Klon7 pot. Gal-Ko - + - +
Klon10 pot. Gal-Ko + + - -
Klon18 pot. Gal-Ko + + + -
Ni390 hDAF + + + +
Ni391 CD59/hDAF + + + +
Ni392 CD59/hDAF - + - +

Tab. 3.2 Durchmusterung verschiedener transgener Sc ~ hweine (Miinchen)
+: Schwein enthalt entsprechendes Provirus
-: Schwein enthélt entsprechendes Provirus nicht

3.4  Durchmusterung verschiedener Schweinegenome auf
Anwesenheit eines Volllangen PERV-C aus priméaren Zelle n

3.4.1 Phagenbibliothek

Nachdem verschiedene genomische DNAs von transgenen Schweinen auf die Anwesenheit
von PERV-C env-Sequenzen untersucht worden waren, sollte ein Volllangen PERV-C mit
Hilfe einer Phagenbibliothek isoliert werden. Hierzu wurden solche DNAs von Schweinen
ausgewahlt, die in der oben genannten ,PERV-C env-PCR" (Abb. 3.29) ein positives Signal
ergaben. Dieses Fragment wurde ehemals auch als Sonde bei der erfolgreichen Klonierung
eines PERV-C Provirus aus der MAX-T Zelllinie verwendet (Preul3 et al. 2006).

Leider konnte wegen Zeitmangels aus dieser eigens hergestellten Phagenbibliothek kein
natirlich vorkommendes Provirus isoliert werden.

3.4.2 EPTS/LM-PCR

Parallel zur Phagenbibliothek wurde eine andere Strategie verfolgt, bei der mit Hilfe der
EPTS/LM-PCR neue 3’ Flanken von PERV-C Proviren gefunden wurden. Als Oligonukleotid
fur die EPTS/LM-PCR wurde eine biotinylierte Version des Vorwartsprimers verwendet, der
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auch zur Durchmusterung nach PERV-C envelope Sequenzen Verwendung fand (PERV-C
for).

Die neu identifizierten Flanken sollten als Basis zur Identifikation der chromosomalen Lage
und der Klonierung von kompletten Proviren dienen. Als Ausgangsmaterial wurde sowohl
genomische DNA der Zelllinie MAX-T als auch DNA des transgenen Schweins 372
(Neustadt/Mariensee) verwendet. Mit diesem Ansatz gelang, es sieben weitere PERV-C
Proviren oder zumindest 3'Enden dergleichen zu finden, welche auch in einer PCR auf Basis
genomischer Schweine DNAs zum Teil zu detektieren waren. Zur Klonierung eines
Volllangen PERV-C mit genomischer DNA als Ausgangsmaterial ist es notwendig Uber die
Sequenz beider Flanken zu verfigen. Da in den bisher in der Datenbank hinterlegten
Sequenzen des Schweinegenoms keine Ubereinstimmung zu den hier gefundenen Flanken
zu finden war, gelang eine Klonierung eines kompletten PERV-C aufgrund mangelnder Zeit
nicht mehr.

In der folgenden Abbildung (Abb. 3.30) ist ein Sequenzvergleich zwischen den neu
identifizierten 3’ Flanken und der bereits bekannten Flankensequenz von PERV-C(1312)
dargestellt.
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3'Aanke PERV-Cin celline MAX-T (1) ---
3'Aanke PERV-Cin pig 3722 (1) -
3'Fanke PERV-Cin pig 372-1 (1) -
3'Hanke PERV-Ciin pig 3723
3'Hanke PERV-C1312 in pig 3724
3'Fanke PERV-CI312 N Pig 372 (1) === - === - - oo oo oo oo oo oo o e o e e e
PERV-C1312_EPTS Vergleich rc (1) TCACTCTTCTCACACCCACCTTTTTACAACTTCATTTTATCACCCATACCCACAACCCCAAACCCCCCACTCCTTAACTCACTTCCCCTTCTCCCTCAATTCCCCAACCCCTCCTTCATCTCACCTCC
Consensus (1)
(130) 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 257
3'Aanke PERV-Cin celline MAX-T (1) ---
3'Aanke PERV-Cin pig 3722 (1) ---
3'Aanke PERV-Cin pig 372-1 (103) CTTTTCTTTCTTTTTCATAACTATTACTCTCTTTCTTCTTTCCATCCACCTTATTCCACCTATCACCCCACTACTTTTACCTCCCCTCCCTCCCTCTAATCTACTAACACACTCCT- - TTTAATCECT
3'Fianke PERV-C in pig 372-3 (102) CCACCACAACCTCCTCACACC--- - - CTCACATTCACAACCAPACCCACCACACAPAACCCCCCCCTECCTTATECCACCCACCETCCCCEACCCCAACCTCTCCCTCLCTCCCTCCTATCCC
3'Fanke PERV-C1312 inpig 3724 (1) ---
3'Fanke PERV-C1312 in pig 372 (1) ---
PERV-C1312_EPTS Vergleich rc (130) CAACCACCCACTCCACCACACACACCCTTCTCTCTCACTCTACATTTCCCTCCTCACATAAATCCTTCCCTCCTCCCACCATCTCCCCCETTCACCTCTCACACCACCTCCCTTCT - - CTTCCACECA
Consensus (130) C C T C C C ca C
(258) 258 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 38

- TAGATCCATCCTCCACCCCCCCCCACTCTCATCCATATCTCCACAATTCCCCCTTCACCCCCCACATCTCAATTCACTCCCACACCACTTACCCCATTTCA
- TCATCCATCCTCCACCCCCCCCCACTCTCATCCATATCTCCACAATTCCCCCTTCACCCCCCACATCTCAATTCACTCCCACAGCACTTACCCCACAAAC

3'Aanke PERV-C in celline MAX-T  (64) CATCTC- AATTCACTCCCACACCACTTACCC- - - - - CACACTCCTTCCCCATC- - AACATACCTCTCACTA- - ATCCCTCCTCTTAACCCAACCAAAC- AATCCCCCAACAA- - ACTCCTCTTATCAC
3'Fanke PERV-Cin pig 372-2 (64) CATCTC- AATTCACTCCCACACCACTTACCCACACCCACACCCATCCCACATCTAAACCCACTCCCAAACCT- ATATCACACCTCACCCCAACCACCE- CAT- CCTTAATCC- - ACTCACCE- - - - AC
3'Hanke PERV-C in pig 372-1 (229) TATAACTAACAAACCCCAATACCAACTTTTTACAATTATTAACAAATTATTACTACTCACCCTCATAATAAAAATATCCATTTTATTCCCAAAATACTTATTCCCTCACTTTTCACTACTCCCTTCCA
3'Hanke PERV-C in pig 372-3 (220) CACCCCCCTCCCACCCCCCCACCCACCCLCL- - - - - CCTCLEACCCCCCCCCACTACACCCCLACATTCTCCTCCCCCACCATCCCCACCCLATCCCCCTECT- CCTCTCTCCCCACCACACLCACLCC
3'Aanke PERV-C1312 in pig 3724 (1) --- - - TCATCCATCCTCCACCECCCCCCACTCETCATCCATATCICE- - ACAATTCCCCCTTE
3'Fanke PERV-C1312in pig 372 (1) --- - - - TCATCCATCCTCCACCECCCCCCACTETCATCCATATCICE- - ACAATICCCCCTTE
PERV-C1312_EPTS Vergleich rc (256) ACTTTC- CACCCTTCCTTCCTCCAACACECCAC- CACACACCCAATCATTCTCICCATAACCTCTCCTCTCTCACCCCACCCCCACAACACACATCTE- CATCCTTAACCCCT- ACCATCCCACCCTC
Consensus (258) AT C A AC CC CAC A ccC A C T A C TATC CTCA CCCCACCA CTCATCCCT ACT C AC A TCC C

(386) 36 A0 A0 40 A0 M0 0 D A0 A A0SO sz

3'Aanke PERV-C in celline MAX-T (179) CCAACACAACAAACAATATCCAACATAA- - - - TATATCACTTCTCAACACTCCCCCTTCT- - CTTTCAATCCTAAACATTACCC- - - - - CCAACACC- TTACCCTCCA- CATCCACTCCAACCTAACC
3'Aanke PERV-C in pig 372-2 (182) CCCACCCATCCAACC- - - TCCATCCTCA- - - - TCCAT- ACTACTCAAATTCATTTCCACT- - CACCCACCACACCAACTTCTCC- CCCATTTTATTACCAAACT- TTTCAAATATA- CACAACC
3'Hanke PERV-C in pig 372-1 (357) TCCACCATCCCTACCTTATCACAAACCTCCCTICTAACTCATCCTAAATTAACATCAAATTTCTTITCATCTTCTCTCTTTITCT- - - - CCCTTCATCACTCTC- CCC- CACCAATTACACATTTATA

3'Fianke PERV-Cin pig 372-3 (342) TCACCCCTACTT------ CCCCTTCCETC- CCCATCACCCCAATCACCTCACTACCCAAATAACACCACGTCCCETCAACTTITCCCTTTCCCCCCCCATCTAAAACCTACCTCTACACTACCCTCTEC
3'Ranke PERV-C1312 in pig 3724 (56) ACCCCCCACAT------ CTCAATICAC- - - - - TCCCACACCACTTACCCCACCCCATAC- - - - AAT- A- TCCACCTCCTCACCE- - - - ACCCACCACATCACA- - - €C- C- ACACTCTCAACCTAACC
3'Ranke PERV-C1312 in pig 372 (56) ACCCCCCACAT------ CTCAATICAC- - - -- TCCCACACCACTTACCCCATTAAACTC- - - - OTT- ACTCTTAACTTTTCTAA- - - - ACACTACATCTAACAATCCT - C- ATCATTACATCCACACC

PERV-C1312_EPTS Verglech rc (380) CCCACATGCCTTACT- - CIETCCICTCCC- - - TCTCTCTCTCCTITTCCTAGTTTATTAT- - TATT- AATTTAGTTCTITCTTTTT- - AAAATTCAAGTCTCCTTCCT- CTACAATTTCCTCCTACTT
Consensus (386) CCACCCAG T A TG ATIC G TCT ACAC ACTIAC AT AT TIAT G TITC CCC A TCAC CCTC CAATT A CTPAC

(514)514 520 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 641

3Fenke PERV-C i cellne MAX-T (294) - - CATGATC- ATGTTARCCTTTTGICACCCTICTCACTTCARCCACTCACECTTCGACTCTCTACACCTCTGTCCCAATTCTTTCCTGAATTCCCQTCTCCCCARCCCCC- - - TTCATCACEATCC-

3Fanke PERV-Cin pig 3722 (293) - - CTIGAAA- CAATCCTACACCCAACACACTCARTACACCCCTCA- TCTAGATTCTACACT- TAACATTCTCCTCCCTTTACTTTCTCACAT- - - ATCTACCCATCCAACAA- TTCA- CACETTTC- A

3Fanke PERV-Cin pig 372-1 (479) CACAAAATT- APTICCCCCACCATITCTCTTTTAAGCAACACCRACAPACGCCATAPCAACCATCAAGTATTTTCAACACACAATTTTAATCCTTTICCTATTARTTAATCC- TTCA- - - - CTTAACA

3Fianke PERV-C in pig 372-3 (463) - - TCTCETCCCTGTCCAACACCCTCACATCTAAAAACCCTTTCACCCTCACACCTACCCTCCCACCCTCEATCTCECCCCCCTCCCCCCCTACACACCAPAAT ALTRATAATCATARTCACGATACTC

3Fanke PERV-CL312 in pig 3724 (158) - - C(A- CT- - - - TCCCACAC- - - - TCCQACATCCCCARCCCACCC- - - TCCACCACACCCATCARACCCCTETCCCACT - - - - - - - - - - - - - - - CCCTCCCAACATCC- - - ICCT- - - - GATCC-
3Fanke PERV-CI312 in pig 372 (162) - - TCT- CTA- TTTICCACACCTTCTCCAATITTCTACCATTTARRRAPATCCACCACATCARACACTTCACTTCCARAARAPA AP ABAPAPASRAAAACCTAACATAT- - - AACA- - - - TATACAC
PERV-C1312_EPTS Vergleich rc (497) - - T(AAGTC- TACACCAAAACAAATTCCCTTACATACACACACACACACACACACCTATTTTTCACATICTTITCCATIAC- - - - -~ -- - - -- ACATTATTACLACATAT- - - [IA- - - - - ARTACA
Consensus (514) CCT T TCCACA T CC TTAACAC ACPA CGA CAC AP TICICTTCCA T » AT CCAPAA TICA  GATAC
chromosomale 3'Flanke Beginn der proviralen Sequenz (3’ nach 5’)

(642) 642 h A h | A A " . : .

3Fenke PERV-Cin cellne MAXTT (415) TCTCCCCTTACCTTARBACCT CCCCACTTCTCTGTTICCCARACATCCCCCATCTTTTCT TTACATCCTTCT CTAACACCACCARARACACCTCCACCCTCCCARRACCCCACTCCCCTTARTCAC
3Fanke PERV-Cin pig 3722 (410) TT1- - - - TCAACATCABACAT- - - TTICT- - - - - ACATCAR- CAC- - - - TATTTACATC- - - CTCTAACACCACCAAPAAGAACCTCCACCCTCCCAPAACCCCACTCCCCTTAATCAC
3Fanke PERV-Cin pig 372-1 (601) TCTCCACCAACTTITETACCAT- - - ATTTCAAATCCTCCCCACCACAC- CCAATATAACATACTCTAACACCACCAPAPAGAACCTCCACCCTCCCAPAACCCCACTCCCCTTAATCAC
3anke PERV-Cin pig 372-3 (589) ATAPTACTCCTCTICERARATCCCC - - - === === == ACCACCECACTTCCTTCCA- - CCCCCATACCCCTCTAACACCACCAPAPATAACCTCCACCCTCCCAPAACCCCACTCCCCTTARTCAC
3anke PERV-CI312 in pig 3724 (247) ARTCCACCACA- CCCGAACQTIC- - -~ G- mmmmmmmmmm e e e e CPEAET- CAICTACCTT- - - TICTAACACCACCAALAAGAACCTCCACCCTCCCAAPACCCCACTCCCCTTAATCAC
FFanke PERV-CI312 in pig 372 (279) TTTCCACCCTC- CACAALACTCTTT- TTTTTTATTITTTAT- - TTTTTTTCCARARA- ACTCTT- CAG- - - CTCTAACACCACCAAALACALCCTCCACCCTCCCALAACCCCACTCCCCTTAATCAC
PERV-C1312_EPTS Vergeich rc (601) TTTCCTCTTTCTCCAGTACCTCCTT- CTTCATCTATITICC- - CTATACTACCAAAC- CCCAARTATC- - - CTCTAACACCACCAAAAACALCCTCCACCCTCCCARAACCCCACTCCCCTTAATCAC
Gonsensus (642) TTT CACT T G2 TC 1117 A AP A TTAPAIC  CTCTAPCACCACCAAAAACAPCCTCCACCCTCCCARAACCCCACTCCCCTTAATCAC
770) 770 780 790 80 810 80 &0 80 80 80 870 80 897
FFanke PERV-Cin celline MAX-T (543) TCACCACAACCCCTCTTCATCCARACACCAACACCATTTTTATICCAACCCCCCTCCCCCCCACACTCCTACACCACCCACCCCTACACCACTCCCCCCCCCACTCTCCACTCCCCACACCTTTIATC
3Fanke PERV-Cin pig 372:2 (510) TCACCACAACCCCTCTTCATCCAAACACCAACACCATTTTTATTCCAACCCCCCTCCCCCCCACACTCCTACACCACCCACCECTACACCACTCCCCCCCCCACTCTCCACTCCCCACACCTTTTATC
3Fanke PERV-Cin pig 372-1 (716) TCACCACAACCCCTCTTCATCCAAACACCAACACCATTTTTATTCCAACCCCCCTCCCCCCCACACTCCTACACCACCCACCCCTACACCACTCCCCCCCCCACTCTCCACTCCCCACACCTTTTATC
3Fanke PERV-Cin pig 3723 (701) TCACCACAACCCCTCTTCATCCAAACACCAACACCATTTTTATTCCAACCCCCCTCCCCCCCACACTCCTACACCACCCACCCCTACACCACTCCCCCCCCCACTCTCCACTCCCCACACCTTTTATC
3Fanke PERV-CI312 in pig 3724 (342) TCACCACAACCCCTCTTCATCCARACACCAACACCATTTTTATTCCAACCCCCCTCCCCCCCACACTCCTACACCACCCACCCCTACACCACTCCCCCCCCCACTCTCCACTCCCCACACCTTTTATC
FFanke PERV-CI312 in pig 372 (398) TCACCACAACCCCTCTTCATCCAPACACCALCACCATTTTTATTCCAACCCCCCTCECCCCCACACTCCTACACCACCCACCCCTACACCACTCCCCCCCCCACTCTCCACTCCCCACACCTTTTATC
PERV-C1312__EPTS Vergeich rc (722) TCACCACAACCCCTCTTCATCCAPACACCAACACCATTTTTATTCCAACCCCCCTCECCCCCACACTCCTACACCACCCACCCCTACACCACTCCCECCCCCACTCTCCACTCCCCACACCTTTTATC
Consensus (770) TCACCACAACCCCTCTTCATCCAAACACCAACACCATTTTTATTCCAACCCCCCTCCCCCCCACACTCCTACACCACCCACCCCTACACCACTCCCCCCCCCACTCTCCACTCCCCACACCTTTTATC
(898) 898 910 a0 90 940 950 960 970 980 90 1000 1010 1025
FFenke PERV-Cin celline MAX-T (671) CCCTTCACAGCAPACCCCCCCCTTTACAAACCARTCATTICARARTATCACAPACCACTCAATTTRARACTICCACACCCCCCCCTTCCTCCACCAATIARTTIAPATTA TITTACACTIACACATTT
3Ranke PERV-Cin pig 372-2 (638) CCCTTCACACCAAACCCCCCCCTTTACAAACCARTCATTTCAAPATATCACAPACCACTCAATTTAARACTTCCACACCCCCCCCTTCCTCCACCAATTARTTTAPATTC TITTACACTIACACATTT
3Fanke PERV-Cin pig 372-1 (844) CCQTTCACAGCAAACCCCCCCCTTTACAAACCARTCATTTCAPAATATCACAAACCACTCAATTTRARACTICCACACCCCCCCCTTERTCCACCAATTAATTIAATTCTTTTACAGTTACACATTT
3Fanke PERV-Cin pig 3723 (829) CCTTCACAACAAACCCCCCCCTTTACAAACCAPTCATTTCAPAATATCACLAACCCCTCAATTTCACAR- - - CAAACCCCCCCCTTTACAAACCARTCATTTCARAATATCACARACC- ACTCAATT
3Reanke PERV-CI312 in pig 3724 (470) CCQTTCACAACAAACCCCCCCCTCTACAAACCARTCATTTCAPAATATCACAAACCACTCAATTTRARACTICEACACCCCCCCCTTERTCCACCAATTARTTTAAATTCTTTTACACTTACACATTT
FFanke PERV-CI312 in pig 372 (526) CCCCTCACAQCAAACCCCCCCCTTTACAAACCAATCATTTCAPARTATCACAAPCCACTCARTTTAAAACTTCCACACCCCCCCCTTCRTACACCAATT ARTTTAAAT TG TITTACAGTTACACATTT
PERV-C1312__EPTS Vergleich rc (850) CCCTTCACAACAAACCCCCCCCTITACAAACCARTCATTTCARARTATCACAAACCACTCARTTTAARACTTCCACACCCCCCCCTTCRTCCACCAATTAATTTAAAT TG TTTTACAGTTACACATTT
Consensus (898) CCCTTCACACCAPACCCCCCCCTTTACAAACCARTCATTTCAAAATATCACAPACCACTCAATTTAAACTTCCACACCCCCCCCTTCCTCCACCAATTAATTTAPATTCTTTIACACTTACACATTT
(1026) 1026 1040 1080 1060 1070 1080 1000 1100 1110 1120 1130 1140 1153
3anke PERV-Cin celline MAX-T (799) CCCCATCTTTCCCCCTCCCCCACACATCTTCTCACCAACATATCTCTATCAACATTTCAACATCTTTATCCCCCAACCACTTTTACACAACCTAPACAACCACTTACAARCTCCCTTTTCTICTIATC
3'Ranke PERV-C in pig 372-2 (766) CCCCATCTTTCCCCCTCCCCCACACATCTTCTCACCAACATATCTCTATCAACATTTCAACATCTTTATCCCCCAACCACTTTTACACAACCTAPACAACCACTTACAAACTCCCTTTTCTTCTTATC
3Fanke PERV-Cin pig 372-1 (972) CCCCATCTTICCCCCTCCCCCACACATCTT
3Fanke PERV-Cin pig 372-3 (953) TCACAACAPACCCCCCCCTTTACAAACCAPTCATTTCRARTATCACAACE
Fenke PERV-CI312 i pig 3724 (598) CCCCAACTTTCCCCCTCCCCCACACATCTTCTCACCARCATATCTCTATCARCATTTCACATCTTTATCCCCCAACCACTTTTACACABCCT ARPCARCCACTTAGABACTCCCTTTTCCTCTTATC
3Fanke PERV-C1312 in pig 372 (654) CCCCATCTTTCCCCCTCCCCCACACATCTTCTCACCAACATATCTCTATCAACATTTCAACATCTTTATCCCCCAACCACTTTTACACAACCTARACCACCACTTACAAACTCCCTTTTCTTICTTATC
PERV-C1312_EPTS Vergleich rc (978) CCCCATCTTTCCCCCTCCCCCACACATCTTCTCACCAACATATCTCTATCAACATTTCAACATCTTTATCCCCCAACCACTTTTACACAACCTARACAACCACTTACAAACTCCCTTTTCTTCTTATC
Consensu(1026) CCCCATCTTTCCCCCTCCCCCACACATCTTCTCACCAACATATCTCTATCAACATTTCAACATCTTTATCCCCCAACCACTTTTACACAACCTARACAACCACTTACAPACTCCCTTTTCTICTTATC
(1154) 154 1160 1170 1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260 20 18
3Fanke PERV-Cin celline MAXT (927) TCAPATACTTTCAACAACTTTCATCCCTACACACATCTACTCACCCCCTATTTTACTTCCCCATATTTTAAR- CACCAAPARA- CCTAPTCTTTTACCTATAAC- - - < mmmmm e me e
FRanke PERV-Cn pig 372-2 (894) TCAPATACTTTCAACAACTTTCATCCCTACACACATCTACTCACCCCCTATTTTACTTCCCCATATTTIAAL- CACCAARARA- CCTAATCTTTTACCTATAACRA- -
3'Ranke PERV-Cin pig 372-1(1002) -
3'Ranke PERV-C in pig 372-3(1003) - - -
3Fanke PERV-CI312 in pig 3724 (726) [TCAAATACTTTCAACAACTTTCATCCCTACACACATCTACTCACCCCCTATTTTACTTCCCCATATTTTARAACACCARAR AR ACCTAATCTTTTACCTATAACCAACAAACTCTCCARTTCACLACA
3Fanke PERV-CI312 in pig 372 (782) TCAAATACTTTCAACAACTTTCATCCCTACACACATCTACTCACCCCCTATTTTACTTCCCCATATTTTARAACACCARAR A - CCTAATCTTTTACCTATAACCAACAAACTCTCCAATTCACLACA
PERV-CI312_EPTS Vergleich re(1106) TCAAATAGTTTCAACAACTTTCATCCCTACACACATCTACTCACCCCCTATTTTACTTCCCCATATTTTAAAACACCARARAL - CCTARTCTTTTACCTATAACCAACAPACTCTCCAATTCACAACA

Consensug(1154) TCAPATACTTTCAACAACTTTCATCCCTACACACATCTACTCACCCCCTATTTIACTICCCCATATITIARS CACCAAPAPA CCTAATCTTTTACCTATAAC A

Abb. 3.30:  Vergleich der identifizierten 3'Flanken von verschiedenen PERV-C mit
der Flankensequenz des Klons 1312
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3.5 Chromosomale Lokalisation des Provirus PERV-C(1312 )

Aus einer vorangegangenen Arbeit wurde ein PERV-C Provirus (PERV-C(1312)) aus der
Zelllinie MAX-T isoliert (Preul3 et al. 2006). Da dieses Isolat zusatzlich zu dem Provirus auch
Uber flankierende chromosomale Bereiche verfligte, sollte in diesem Fall auch eine
chromosomale Zuordnung vorgenommen werden. Fir diese Zuordnung wurde ein RH-Panel
verwendet, wobei die Hybridisierungsprobe auf folgender PCR basierte (Abb. 3.31). Bei
dieser PCR (mit den Oligonukleotiden 5'Flanke for und 3'Flanke rev) werden 482bp der
Praintegrationsstelle des Provirus amplifiziert, da eine Zuordnung in Verbindung mit dem
Provirus nicht moglich war (Abb. 3.31).

5' Hanke for
|> S'LTR gag 3LTR

5" chromosomale Flanke @ l @ 43 Flanke rev

3’ chromosomale Flanke

482bp der Praintegrationsstelle

5' Flanke for P

5 chromosomale Flanke 4 3’Flanke rev

3" chromosomale Flanke

Abb. 3.31:  Schematische Darstellung der PCR zur Er  mittlung der Praintegrations-
stelle eines Provirus mit Hilfe eines RH-Panel

Mit Hilfe dieses Vorgehens konnte das Provirus PERV-C1312 dem langen Arm des porzinen
Chromosoms 2 (SSC2, sus scrofa chromosome 2) zugeordnet werden (vgl. Abb. 3.32)
(vielen Dank an Dr. Andreas Spétter vom Institut flr Tierzucht und Vererbungsforschung in
Hannover fir die Durchfiihrung des RH-Panels).

In der folgenden Abbildung sind alle bisher identifizierten, replikationskompetenten PERV-A,
-B (rot) und -C chromosomal zugeordnet (Niebert et al. 2002; Krach et al. 2001).
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Clon  Position Class LTR structure
il @®141G12 1g2.1 A  wilo repeat
— @® 130A12 1924 A  w/o repeat
= © 151B10 1g2.3 A  w/o repeat
= @ 463H12 3p15 A 2
- ®258A11 3p15 A 1
@ : 3 4 5 & 71 8 8 1w 161B7 4pl.l1 B 2
® = g @ & = & @ = = 305F5 502.3 A  w/orepeat
= ¥ = = = = 192B9 7p1.1 B 3
X -8 = ET = 3 (D484G4 7pl2 B 1
= = =G = 5 E g = QD135E5 8pl.2 A 2
= - - = %8 ; ® 2 ¢ °F ®783D7 9926 B 1
- = = s ©1058D6 11ql.2 B 2
%64764 11q1.4 B 1/
253B6 13g4.3 A w/o repeat
s & 2 = s =2 ~3 =z = o 383E10 13g4.3 A 2
T I 8 Q g w o= = 242D4 13049 A  wi/o repeat
=0 g - = -—[ = I @ 498D8 14g1.1 B 2
B: = = S = 80H6 1414 B 1
D g = ® = 1079D9 17q1.2 A 2
= = & 667G4 17921 B 1
i O Q534G4 17921 B 3
= @UKBS8) 27?7 A wilo
- @ UK(213) ??? B 2
& C(1312) 2g1.1-2.2 C 1 repeat

Abb. 3.32:  Chromosomale Lokalisation der replikatio nskompetenten PERV-A und -
B (rot), sowie von PERV-C(1312) (gelb)

(freundlicherweise von Prof. Dr. R. R. Ténjes zur Verfligung gestellt)

Bei den Ubrigen Proviren handelt es sich um replikationsinkompetente PERV. Die Proviren UK(58)
und UK(213) sind zwar replikationskompetent, konnten aber chromosomal nicht zugeordnet werden
(Krach et al. 2001).

Die Praintegrationsstelle von PERV-C(1312) war in allen untersuchten DNA-Proben
transgener Schweine nachweisbar (vgl. Tab 3.2). Allerdings war ein Nachweis in Verbindung
mit dem Provirus ausschlieZlich in der Zelllinie MAX-T moglich (Daten nicht gezeigt).

3.6  Repetitive Elemente

Da das Schweinegenom noch nicht komplett sequenziert ist und die identifizierten
Sequenzen der 3'Flanken keine Ubereinstimmung mit bisher bekannten Sequenzen
ergaben, wurde eine weitere Strategie verfolgt, um ein Volllangen PERV-C aus den
verwendeten Proben zu klonieren. Mit Hilfe von porzinen SINE (Short Interspersed Nuclear
Elements), welche Uber das gesamte Genom verstreut zu finden sind, sollte dies erméglicht
werden. Dazu wurde einerseits ein Oligonukleotid verwendet, welches spezifisch fur die
entsprechende 3’Flanke ist und zusétzlich in Richtung des Provirus orientiert ist. Als
Gegenstiick wurde ein Oligonukleotid verwendet, welches spezifisch fur ein porzines SINE
istt. Da ein Provirus nur auf einem Chromosom integriert vorliegt und das
Schwesterchromosom demzufolge die Praintegrationsstelle enthélt, sollte es so ermdglicht
werden die Sequenz der unmittelbaren 5’Flanke zu vervielfaltigen. Davon ausgehend konnte
man mit Hilfe der Flankenprimer in Verbindung mit PERV-C spezifischen Primern ein
komplettes Virus amplifizieren.
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Da die Orientierung dieser SINE unterschiedlich ist, wurde einerseits ausschliel3lich das
Oligonukleotid verwendet, welches spezifisch fir das SINE ist. Andererseits wurde dieses
Oligonukleotid in Verbindung mit den Primern verwendet, welche spezifisch fur die jeweiligen
Flanken sind. Die Amplifikate, welche nur in diesem Ansatz vervielfaltigt wurden und nicht in
der SINE spezifischen PCR auftraten, waren von Interesse.

Leider fuhrte auch dieser Ansatz aufgrund von Zeitmangel zu keinem positiven Ergebnis.
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4 Diskussion

4.1 Ziel der Retrotranspositionsexperimente

Im Fall einer Xenotransplantation mit Schweinen als Donortieren besteht im Menschen das
Risiko einer Infektion durch replikationskompetente porzine endogene Retroviren. Diese sind
zumindest in vitro in der Lage, humane Zellen zu infizieren (Patience et al. 1997).

Das Risiko einer Infektion in vivo kann allerdings zusatzlich durch die vielen deletierten und
mutierten proviralen Sequenzen, welche das porzine Genom beherbergt, gesteigert werden.
Durch diese Elemente ist es selbst nach Entfernen der replikationskompetenten Proviren
madglich, dass durch eine Komplementation derselben ein infektioses Virus gebildet wird.
Dieses ware dann in der Lage nach erfolgter Xenotransplantation, humane Zellen zu
infizieren. Nach diesem Ereignis wird das Genom des Virus ein fester Bestandteil des
Genoms der infizierten humanen Zelle. Wenn die Deletion oder Mutation dieses
Virusgenoms ausschlie3lich den ,envelope” Leserahmen betrifft, ist es méglich dass trotz
verloren gegangener Infektiositat das Risiko einer Retrotransposition besteht, einem env
unabhangigen Mechanismus. Dieser Vorgang ist an sich schon als mutagen an zu sehen,
genau wie die Integration eines Retrovirus. Zusatzlich liegen die bevorzugten
Integrationsstellen von PERV in der N&he von Transkriptionstartpunkten und CpG-Inseln,
was das Risko einer Entartung der Zielzelle erheblich steigert (Moalic et al. 2006).

Um dieses Risiko abschatzen zu kénnen wurden Proviren von MoMLYV (Positivkontrolle) und
PERV-B(33) modifiziert indem anstelle des env-Gens eine Neomycin-Indikatorkassette
(neo™) eingefiigt wurde (Freeman et al. 1994). Das Neomycingen der Indikatorkassette ist
durch ein Intron unterbrochen. Nach Transkription, Splei3en, reverser Transkription und
Reintegration kann das Neomycin transkribiert werden, worauf der betreffenden Zelle eine
Resistenz gegen G418 (Neomycinanalogon) vermittelt wird. Dies ermdglicht den indirekten
Nachweis einer Retrotransposition in vitro.

In gleicher Weise wurden solche Indikatorkonstrukte von HERV-K113 (Turner et al. 2001)
und HIV-1 hergestellt. Aufgrund der HERV untblichen polymorphen Verteilung und nicht
mutierten offenen Leserahmen des Provirus HERV-K113 handelt es sich hierbei um ein
potentiell aktives Element. Um dies zu lberprifen wurde HERV-K113 Bestandteil dieser
Studie. HIV-1 betreffend gibt es in der Literatur keine Studie die einen Nachweis einer
Retrotransposition gezeigt hat, wodurch es ebenfalls Bestandteil dieser Arbeit wurde.

4.2 Retrotranspositionsexperimente mit PERV-B(33) und MoMLV

Der Nachweis einer Retrotransposition gelang im Fall von PERV-B(33) und der
Positivkontrolle MoMLV. Das exogene murine Retrovirus MoMLV retrotransponiert in den
hier durchgefiihrten Experimenten siebenmal so oft wie das porzine endogene Gegenstlck.
Beziglich MoMLV entspricht die Frequenz der Retrotransposition bereits durchgefihrten,
ahnlichen Studien (Tchenio und Heidmann, 1991).

Der Unterschied im Retrotranspositonspotential spiegelt das Verhalten des nativen MoMLV
wider, welches sich in einer hoéheren Infektidsitat naiver Zellen im Vergleich zum nativen
PERV-B(33) zeigt (Martina et al. 2005). Dies liegt u.a. daran, dass der Rezeptor, welcher von
MoMLV benutzt wird, um Zellen zu infizieren, auf mehreren Zelltypen exprimiert wird, was
eine effektivere Infektion im Vergleich zu PERV ermdglicht. Da in den hier durchgefuhrten
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Experimenten nicht infiziert, sondern transfiziert wurde, ist in beiden Féallen die
Transfektionseffizienz mittels Kotransfektionen mit einem Vektor (pEGFP-C1, Clontech), der
das ,enhanced green fluorescend protein* (EGFP) exprimiert, durch Fluoreszenzanalysen
bestatigt worden. Diese war fur die modifizierten Proviren von MoMLV und PERV-B(33)
identisch (nicht gezeigt). Die Ursache der unterschiedlichen Retrotranspositionsaktivitat
muss demzufolge virusspezifisch sein. Somit ist dieser Unterschied entweder auf eine
starkere Promotoraktivitat, was eine starkere Expression der bendétigten strukturellen und
enzymatischen Viruselemente zur Folge hatte, und/oder eine effektivere reverse
Transkriptase Aktivitat im Fall von MoMLYV zuriickzufihren.

Um dies zu klaren miissten einerseits vergleichende Promotorstudien durchgefiihrt werden,
z.B. durch Verwendung eines Luciferase Assays, wobei die entsprechenden retroviralen
LTRs, also die Promotoreinheiten, als Regulatoren des Luciferasegens fungieren. Anhand
der Intensivitat der entstehenden Lichtemission kdnnte daraufhin indirekt die Promotorstéarke
bestimmt werden.

Andererseits misste die RT-Aktivitéat der beiden Retroviren verglichen werden, z.B. durch
Generierung entsprechender Viruspartikel, welche mit VSV-G pseudotypisiert sind, damit
eine Untersuchung erfolgen kann, die unabhangig von der Infektidsitat ist. Nach
Transduktion naiver Zellen mittels dieser Pseudotypen konnte anschlieRend anhand eines
Indikators (z.B. EGFP) indirekt die RT Prozessivitat bestimmt werden.

Bezlglich PERV-B(33) und auch MoMLV konnte allerdings keine Retrotransposition gezeigt
werden, wenn die Promotoreinheit, die U3-Region der 5LTR, gegen einen heterologen
CMV-Promotor ausgetauscht wurde. Dies ist zumindest bezlglich PERV-B(33)
ungewohnlich, da in friher durchgefihrten Promotorstudien mittels Luciferase Assays,
gezeigt wurde, dass die CMV-Promotoreinheit potenter ist als die 5LTR des PERV-B(33)
Provirus (Scheef et al. 2001). Dies war seinerzeit in allen untersuchten Zelllinien der Fall,
inklusive HelLa Zellen, welche auch in dieser Arbeit verwendet wurden.

Bezuglich der Transfektionseffizienz und der daraus resultierenden hygromycinresistenten
Zellen war auch hier kein Unterschied zwischen den verwendeten Konstrukten (CMV
reguliert oder nicht) festzustellen. Dies wurde wiederum durch Kotransfektionen eines EGFP
exprimierenden Plasmids (pEGFP-C1, Clontech) Uberprift. Somit ist entweder das
transfizierte, modifizierte Provirus durch den CMV-Promotor nicht stark genug reguliert
worden oder es waren aufgrund der PCR-basierenden Konstruktion des CMV regulierten
Plasmids von PERV essentielle Elemente fiur die reverse Transkription (RT) nicht vorhanden.
Moglicherweise ist fur die RT im Fall von PERV-B(33) am 3’'Ende mehr als nur der provirale
Polypurintrakt (PPT) und die 3'LTR notwendig, z.B. ein Abschnitt des 3'Endes des
Hullproteinleserahmens, welcher bei der Amplifikation mittels PCR nicht berlcksichtigt
wurde. Dieser Abschnitt ist bei dem Konstrukt, welches durch den natirlichen Promotor
reguliert wird, aufgrund der Klonierungsstrategie noch vorhanden. Im Fall des CMV
regulierten MoMLV Konstruktes, welches in einer vorangegangenen Arbeit schon
Verwendung fand, war ebenfalls keine Retrotranspositionsaktivitdt nachzuweisen. In der
genannten Arbeit wurde eine Frequenz von1,08*10" beziglich dieses Konstrukts gezeigt
(Dissertation XinLi Nan 1998). Dies konnte in den hier durchgefiihrten Experimenten nicht
bestétigt werden.

Moglicherweise sind die CMV regulierten Konstrukte bevorzugt ,stillgelegt® worden.
Beispielsweise konnte es durch eine Methylierung zu keiner oder nur einer sehr geringen
Transkription kommen. Eine gute Expression der strukturellen und enzymatischen Einheiten
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ist allerdings aufgrund der aus der Literatur bekannten seltenen Vorkommen von
Retrotranspositionsereignissen bei LTR-Retrotransposons essentiel. Die Starke der
Expression hatte zusatzlich zu den Immunfluoreszenzanalysen, anhand von Western Blot
Analysen, am besten zu verschiedenen Zeitpunkten, Uberprift werden kdnnen

Ein entscheidender Unterschied zwischen den CMV regulierten und den LTR regulierten
Konstrukten von PERV-B(33) und MoMLV sind mdglicherweise die jeweils verwendeten
Plasmidriickgrate. Das LTR regulierte Konstrukt von PERV-B(33) hat ein Klonierungsvektor
als Rickgrat (pGemTeasy, Promega), das von MoMLV einen deletierten Vektor fir eine
extrachromosomale Replikation. Die CMV regulierten Konstrukte sind hingegen Bestandteil
eines eukaryotischen Expressionsvektors. Dadurch sollten eigentlich keine Unterschiede
beziglich einer Retrotransposition entstehen, sicher ware es aber besser alle modifizierten
Proviren, mit dem gleichen Plasmidriickgrat zu verwenden.

Aufgrund dieser Ergebnisse war ein Vergleich zwischen ,naturlich® reguliert und CMV
reguliert nicht moglich. Daraus folgend war auch kein Promotor unabhangiger Vergleich der
Retrotranspositionsfahigkeit zwischen PERV und MoMLV mdglich.

Basierend auf den ermittelten Daten dieser Arbeit kann man sagen, dass das Risiko einer
Insertionsmutagenese eines porzinen endogenen Retroviruses, vermittelt durch eine
Retrotransposition, nach erfolgter Xenotransplantation, als sehr gering einzuschatzen ist. 12
Ereignisse in einer Million Zellen pro Zelle und Generation sind sehr wenig und biologisch
nicht relevant. Selbst bei einer Anschaltung eines Onkogens wirde diese geringe Anzahl an
Zellen nicht notwendigerweise zu einem Krankheitsbild fihren.

4.3 Retrotranspositionsexperimente mit HERV-K113 und HIV -1

Im Fall von HERV-K113 und HIV-1 konnten keine Retrotranspositionsereignisse detektiert
werden. Da das Indikatorkonstrukt von HERV-K113 auf gleiche Art und Weise hergestellt
wurde wie das von PERV-B(33), waren maoglicherweise auch hier nicht alle notwendigen
Elemente einer reversen Transkription vorhanden. Zudem ist auch eine ausreichende
Transkription der enzymatischen und strukturellen Elemente aufgrund des verwendeten
Expressionsvektors in Frage zu stellen (vgl. 4.1).

Bezlglich HERV-K113 bestétigt dieses Ergebnis eine Studie mit einem kilnstlich
hergestellten HERV-K (HERV-K PHOENIX). Bei diesem HERV-K handelt es sich um eines
von zweien (das zweite ist HERV-Kcon), welche aus einer Konsensussequenz aller
bekannten, kompletten Proviren abgeleitet wurde und sogar replikationskompetent sind
(Dewannieux et al. 2006; Lee et al. 2007). Allerdings konnte auch fir dieses ,Vorlaufer*
HERV-K in einem Retrotranspositions-Assay keine entsprechende Aktivitdt nachgewiesen
werden (Dewannieux et al. 2006). Zusatzlich ist aus der Aminosauren-Konsensussequenz
ersichtlich, dass das in dieser Arbeit verwendete HERV-K113 im Vergleich zu den beiden
replikationskompetenten HERV-Kcon und HERV-K PHOENIX,eine Mutation im Bereich der
reversen Transkriptase besitzt. Diese Mutation liegt an Position 185 des Polymerase-
Leserahmens innerhalb des RT Leserahmens. An dieser Stelle besitzen die funktionalen
HERV-K eine Glutaminsaure, wahrend bei HERV-K113 eine Asparaginsdure vorhanden ist.
In einer weiteren Studie wurde mittels rekombinanter Baculoviren gezeigt, dass HERV-K113
in der Lage ist Partikel zu bilden. Allerdings war auch hier wegen der genannten Mutation
keine Reverse Transkriptase Aktivitat messbar (Boller et al. 2008).
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Da dies der einzige Unterschied in der RT Doméne ist, liegt hier die Ursache der
nichtfunktionalen reversen Transkriptase des HERV-K113 Provirus (Abb 4.1), wodurch eine
potentielle Retrotransposition sowieso nicht méglich gewesen ware.

-

@ | 50 60 70
Tiarslationof HERVKcon Fd - (1) NQVPLPKCKLEALHLLANEGLEKGHI EPSFSPVINSPVFVI
Tiarslation of HERVKPHCENIX Fdl - (1) NQVPLPKCKLEALHLLANECLEKGHI EPSFSPVNSPVFVI
Tiardationof HERVKL13 Pl (1) NQVPLPKCKLEAL HLLANECLEKGHI EPSFSPVNSPVFVI
Qreess () NQVPLPKCKLEALH_LANECLEKGHI EPSFSPVNSPVFVI
(76) 76 90 100 110 120 130 140 &

Translation of HERV-K con_Pol (76) | CKKSCKVRVLTCLRAVNAVI CPNVCPLCPCLPSPANI PKEVPLI | | CLKECFFTI PLAECCCEKFAFTI PAI NNKI
Translation of HERV-K PHOENIX_Pol (76) | CKKSCKVRNVLTCLRAVNAVI CPVCPLCPCLPSPAN PKEVPLI | | CLKECFFTI PLAECCCEKFAFTI PAI NNKI
Translation of HERV-K113 Pol (76) | CKKSCKVRNLTCLRAVNAVI CPNGPLCPCLPSPANI PKEVPLI | | CLKECFFTI PLAECCCEKFAFTI PAI NNKI
Consensus (76) | CKKSCKVRNVLTCLRAVNAVI CPNVCPLCPCLPSPANM PKEVPLI | | CLKECFFTI PLAECCCEKFAFTI PAI NNKI

(151) 151 160 170 180 190 200 210 220
Translation of HERVKK con_Pol (151) EPATRFQVKVLPGGVLNSPTI CGTFVGRALGPVREKFSECYI | FYI DEI LCAAETKEKLI CCYTFLGAEVANAGLA
Translation of HERV:K PHOENIX_Pol (151) EPATRFQVKVLPCGNVLNSPTI CCTFVGRALGPVREKFSCCYI | FYI COI LCAAETKEKLI CCYTFLGAEVANAGLA
Translation of HERVK113_Pol (151) EPATRFQVKVLPCGNLNSPTI CCTFVGRALGPVREKFSECYI | Y| CCI LCAAETKEKLI CCYTFLGAEVANAGLA
Consensus (151) EPATRFQUKVLPGGMLNSPTI CCTFVGRALGPVREKFSECYI | HYI CCI LCAAETKEKLI CCYTFLGAEVANAGLA

(227) 227 240 I}
Translation of HERV-K con_Pol (227) | ASCKI CTSTPFEYLCNCI ENK
Translation of HERV-K PHOENIX_Pol (227) | ASCKI CTSTPFFYLCGNVGI ENR
Translation of HERV-K113_Pol (227) | ASCKI CTSTPFEYLCNVGI ENR

Consensus(227) | ASCKI CTSTPFFYLCNCGI ENR

<=
Abb. 4.1: Aminsaurevergleich des RT-Leserahmens von HERV-K113 mit seinen
aktiven Verwandten HERV-K PHOENIX und HERV-Kcon

Der RT-Leserahmen in gelb dargestellt. Angrenzend sowohl stromaufwérts als auch
stromabwarts (blass gelb) befinden sich benachbarte Bereiche des pol-Leserahmens.

Die Untersuchungen an HERV-K113 sollten dazu dienen, eine Aktivitat eines humanen
endogenen Retrovirus zu zeigen. Da dieses Provirus polymorph in der Bevolkerung
vorkommt und Uber intakte offene Leserahmen verfiigt (Turner et al. 2001) und somit im
Vergleich zu seinen ,Verwandten“ einen relativ jungen Vertreter darstellt, wurde im Rahmen
dieser Arbeit der Nachweis einer Retrotranspositions-Aktivitat versucht. Zudem geht man
davon aus, dass die vielen proviralen Sequenzen bzw. Kopien der humanen endogenen
Retroviren teilweise durch Retrotransposition entstanden sind.

Moglicherweise ist der Mechanismus der Retrotransposition von Retroviren auf die einfachen
Vertreter die y-Retroviren beschrankt, wozu PERV und MoMLV gehéren. Diese sind
strukturell die nachsten Verwandten der LTR-Retrotransposons bzw. sind aus diesen
evolutiondr gesehen entstanden (Lower et al. 1996).

Komplexe Retroviren wie HIV (Lentivirus) oder solche, die zumindest Uber weitere,
akzessorische Gene verfligen wie HERV-K, sind nach den in dieser Arbeit erzielten
Ergebnissen nicht in der Lage zu retrotransponieren. Eine Ausnahme bilden allerdings die
Foamyviren, eine Unterklasse der Retroviren (Spumaviren), welche zu den komplexen Viren
gehdren, bei denen eine Retrotransposition allerdings Bestandteil des Replikationszyklus ist
(Linial 1999).
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4.4 Integrationsstellen

Die in dieser Arbeit untersuchten Integrationsstellen der markierten Proviren weisen alle
flankierende Duplikationen auf, welche 4 Basenpaare umfassen. Diese Anzahl an
Sequenzduplikationen (Target Site Duplication, TSD) ist charakteristisch fur die nativen,
replikationskompetenten Vertreter von PERV und MoMLV (Moalic et al. 2006). Durch das
Vorhandensein dieser regelmafigen TSDs kann man eine durch Proteine von endogenen
LINE-1 Elementen vermittelte Retrotransposition ausschlieen. In diesem Fall wéare eine
unregelmafRige Anzahl an TSDs vorhanden, welche bis zu 18 Basenpaare umfassen
konnten.

Zusatzlich verfugen alle gefundenen retrotransponierten Kopien tber komplette 3'LTRs. Bei
Vermittlung durch endogene LINE-1 Elemente ware zu erwarten, dass die U5-Region der
3'LTR nicht vorhanden ist und die provirale Sequenz mit einer poly(A)-Sequenz endet. LINE-
1 Elemente retrotransponieren willkiirich mRNAs und somit mussen die in dieser Weise
entstehenden Kopien Uber mRNA charakteristische poly(A)- Enden verfugen.

Eine Nichtbeteiligung dieser Elemente wird auch durch die Negativkontrollen, die
Deletionsmutanten, bestatigt. In diesen Fallen waren keinerlei Retrotranspositionsereignisse
nachzuweisen. Dies ware ausschliellich moglich mit Hilfe von in trans zur Verfiigung
gestellter Proteine namlich von endogenen LINE-1 (Pavlicek et al. 2002). Allerdings wirde
man in diesem Fall eine Frequenz der Retrotransposition erwarten, welche sich im Bereich
10°® befindet und somit wesentlich geringer ist, als bei den in dieser Arbeit ermittelten Werten
(Maestre et al. 1995).

4.5 Identifikation von replikationskompetenten PERV- A und
PERV-B sowie ekotropen PERV-C

Die Durchmusterung von transgenen Schweinen nach replikationskompetenten PERYV ist ein
wichtiger Schritt, um bei einer moglichen Xenotransplantation einer Zoonose vorzubeugen.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde nach drei replikationskompetenten PERV ,gescreent”,
welche mit Hilfe einer genomischen Phagenbibliothek eines Schweins der Rasse ,Large
White* identifiziert worden waren (Niebert et al., 2002). Es ist allerdings nicht
auszuschlieRen, dass noch weitere infektiosse PERV im Schweinegenom existieren. Ein Indiz
daflr sind zwei weitere infektidse Vertreter, welche mit Hilfe einer Phagenbibliothek aus der
Zelllinie 293 PERV-PK15 isoliert wurden (Krach et al. 2001). Ein Nachweis dieser Proviren
ist allerdings nicht mdglich, da eine chromosomale Zuordnung in diesen Fallen nicht gelang.
Die Ursache hierfir ist in der Basis der Phagenbibliothek zu suchen. Da hier genomische
DNA einer Zelllinie als Ausgangsmaterial verwendet wurde, ist aufgrund einer
wahrscheinlichen Entartung dieser Linie eine chromosomale Zuordnung nicht mehr mdéglich.

Das Risiko einer Infektion in vivo kann teilweise dadurch ausgeschlossen werden, dass die
chromosomale Lage von vier replikationskompetenten porzinen Retroviren bekannt ist und
diese Uber eine PCR zu identifizieren sind. Die in dieser Arbeit ermittelten Ergebnisse hierzu
zeigen, dass drei Proviren eine polymorphe Verteilung innerhalb der Schweinepopulation
aufweisen. Durch ein entsprechendes ,Vorscreening® wére somit ein Ausschluss dieser
Elemente aus dem Genom der potentiellen Donortiere durch konventionelle Zichtung
maoglich.
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Allerdings sollen als Spendertiere bevorzugt Schweine zum Einsatz kommen, welche den
d/d Haplotyp fur das Schweine-Leukozyten-Antigen (SLA) besitzen (Sachs, 1994). Zellen
dieser Tiere setzen nur ekotropes PERV-C frei (Oldmixon et al. 2002). Diese stellen durch
den Ekotropismus kein direktes Infektionsrisiko dar. Allerdings wurde in vitro eine Infektion
humaner Nierenzellen gezeigt, nachdem periphere mononukledren Blutzellen eines d/d-
Haplotyp Schweines stimuliert wurden (Wilson et al. 1998). Nach Analyse des Ursprungs
dieser Infektion stellte man fest, dass es sich hier um eine Rekombination eines PERV-C mit
einem PERV-A handelte (Wilson et al. 1998). Dabei ereignete sich diese Rekombination in
der Rezeptorbinde Doméne des Virus, wobei ein Stick PERV-C durch PERV-A ersetzt
wurde und somit ein Polytropismus des rekombinierten Virus entstand. In darauf folgenden
Studien mit MLV-Partikeln, welche mit dem oben beschriebene rekombinanten env-Gen
pseudotypisiert wurden (Wilson et al. 2000, Harrison et al. 2004), zeigte sich eine hdhere
RT-Aktivitat der so produzierten Partikel im Vergleich zu den nativen PERV-Partikeln.
Dadurch schitzt die Verwendung von Schweinen, welche ausschlielBlich PERV-C Partikel
freisetzen, nicht vor einer Infektion.

Somit kommt einem entsprechendem ,Vorscreening” auf PERV-C eine grol3e Bedeutung zu.
Im Rahmen dieser Arbeit wurden mit Hilfe einer PCR, durch welche ein Nachweis env-
spezifischer PERV-C Fragmente mdoglich ist, alle vorhandenen Proben transgener Schweine
auf Anwesenheit dieses Virus Uberprift. Auch hier sind die Elemente polymorph verteilt
(zumindest die env-Anteile derselben), so dass ein Ausschluss von PERV-C aus dem
Genom der Schweine durch konventionelle Zichtung méglich erscheint.

4.6 Klonierung eines VolllAngen PERV-C aus primaren Z  ellen

Die lIdentifikation eines Volllangen PERV-C aus priméren Zellen sollte mit Hilfe einer
Phagenbibliothek gelingen. PERV-C ist die Basis einer A/C Rekombinante, die bisher nur ex
vivo nachgewiesen wurde, bzw. von der nur kleine Bereiche des Provirus genomisch
identifiziert werden konnten (Martin et al. 2006). Wirde man durch Klonierung von
Volllangen PERV-C Proviren in den Besitz dazugehdriger chromosomaler Flanken kommen,
so ware eine chromosomale Zuordnung mdglich. Darauf aufbauend kénnte man wiederum
eine PCR etablieren mit deren Hilfe man schon im Vorfeld, in transgenen Schweinen, welche
fur die Xenotransplantation in Frage kommen wirden, nach eben diesen PERV-C screenen
kénnte. Mit diesem Schritt wiirde man gleichfalls das Risiko einer Rekombinante PERV-A/C
ausschliel3en.

Im Fall des Klons PERV-C(1312), welcher mit Hilfe einer genomischen Phagenbibliothek der
Zelllinie MAX-T isoliert wurde (Preul et al. 2006), waren nach Isolation sowohl 5’ als auch 3’
Flanken vorhanden. Ein PCR-Screening mit Oligonukleotiden, die einerseits spezifisch fiir
die chromosomalen Flanken und andererseits spezifisch fir das Provirus sind, gelang
allerdings in keiner getesteten DNA-Probe ein Nachweis. Das Provirus war nur in der
Zelllinie MAX-T, woraus es isoliert wurde, nachweisbar. Da es sich dabei um eine Zelllinie
handelt und diese oft entartet sind, wurde mit Hilfe der Flankensequenzen in einem RH-
Panel die Praintegrationsstelle identifiziert. Diese war in allen untersuchten Schweineproben
nachweisbar.

Southern Blot Analysen mit einer PERV-C env spezifischen Sonde zeigten mehrere Kopien
von PERV-C Sequenzen innerhalb verschiedener porziner DNAs (Preul3 et al. 2006).
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Genomische DNA der Zelllinie MAX-T ergab in dieser Analyse die hdochste Kopienzahl an
PERV-C spezifischen Sequenzen, weswegen diese Zelllinie als Basis der genomischen
Phagenbibliothek verwendet wurde. In der Tat wurden noch drei weitere PERV-C Proviren
aus dieser Phagenbibliothek isoliert, welche aber unterschiedlich starke Deletionen hatten
(Preu et al. 2006). Vermutlich handelt es sich aber auch bei diesen Proviren um Volllangen
PERV-C, da die Ursache der Deletionen durch die Klonierungsstrategie hervorgerufen
wurde.

Parallel zur Erstellung einer Phagenbibliothek wurde versucht mit Hilfe der EPTS/LM-PCR
(Schmidt et al. 2001) an weitere Flankensequenzen zum Klonieren eines PERV-C Provirus
zu gelangen. Durch die Flankensequenzen kénnte man wiederum eine chromosomale
Lokalisation mit Hilfe eines RH-Panel durchfihren. Mit diesem Ansatz wurden sieben weitere
3’ Flanken ermittelt, von denen in einem ersten Versuch zwei in Verbindung mit einem
PERV-C Provirus in verschiedenen Schweineproben zu detektieren waren. Auf Basis dieser
Daten kénnte man versuchen an die 5'Flanke der Proviren zu gelangen und somit eine
Klonierung per PCR zu ermdglichen. Die Ermittlung der 5'Flanke ware mdéglich in dem man
auf Basis der Sequenz der 3’Flanke ein in Richtung des Provirus orientiertes biotinyliertes
Oligonukleotid verwendet und damit erneut eine EPTS/LM-PCR anwendet.

Alternativ kdnnte man ein bis auf die Biotinylierung identisches Oligonukleotid in Verbindung
mit einem porzinen SINE (Short interspersed nuclear elements) spezifischen Oligonukleotid
verwenden. Dabei waren solche Amplifikate von Interesse, welche im Vergleich zu einer
PCR, bei der ausschlief3lich SINE Oligonukleotide verwendet werden, hinzukommen.

Mit Kenntnis der Sequenzen der 5'Flanken ware anschlielend aufzuzeigen, ob es sich bei
den sieben identifizierten 3'Flanken von PERV-C Proviren um komplette Vertreter handelt.

Diese Ansatze konnten allerdings schon bald tberflissig sein, denn die Sequenzierung des
Schweinegenoms geht standig voran. Infolgedessen werden die hier in dieser Arbeit neu
identifizierten 3'Flanken friher oder spater chromosomalen Bereichen zugeordnet werden
konnen.
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) Zusammenfassung

Bei endogenen Retroviren handelt es sich um feste Bestandteile des Genoms. Im Fall von
PERV (porzine endogene Retroviren) existieren zuséatzlich infektiose, xenotrope Vertreter.
Aufgrund dieser Tatsache ist es notwendig, diese replikationskompetenten Proviren aus dem
Genom potentieller Donortiere fiir die Xenotransplantation zu entfernen.

Mit dem Wissen um die chromosomale Lage und der damit verbundenen Mdéglichkeit des
Nachweises per PCR wurde im Rahmen dieser Arbeit gezeigt, dass aufgrund einer
polymorphen Verteilung ein Ausschluss dieser funktionellen Proviren, mittels konventioneller
Zichtung, mdoglich ist. Allerdings stellen sowohl die deletierten und mutierten proviralen
Sequenzen durch eine Rekombination oder eine Komplementation, als auch ekotrope
PERV-C ein Restrisiko im Falle einer Xenotransplantation dar.

Es ist eine PERV-A/C Rekombinante beschrieben ex vivo worden, welche eine hdhere
Infektidsitat aufweist als alle bisher untersuchten PERV. Bis auf die Rezeptor-Bindedomane
stellt dieses Virus ein PERV-C dar. Deshalb sollten chromosomal PERV-C identifiziert
werden, um bei polymorpher Verteilung im Schweinegenom durch entsprechende Ziichtung
diese aus dem Genom heraushalten zu kénnen.

Im Rahmen dieser Arbeit ist es mit Hilfe einer speziellen PCR gelungen sieben
Integrationsorte von PERV-C zu identifizieren. Da das Genom des Schweins bisher noch
nicht komplett sequenziert ist, war es noch nicht méglich die gefundenen chromosomalen
Bereiche zu kartieren. Dies wére wiederum die Basis fiir eine Durchmusterung von
Schweinen auf die Anwesenheit der gefundenen Proviren. Des Weiteren ist noch nicht
bekannt, ob es sich bei diesen PERV-C um vollstdndige Proviren handelt, da aufgrund der
verwendeten PCR und der sehr hohen Homologie verschiedener PERV untereinander nur
provirale 3’Enden mit entsprechenden Flanken identifiziert werden konnten. Zusatzlich
wurden in den Proben transgener Schweine PERV-C env spezifische Anteile nachgewiesen.
Die Verteilung dieser Sequenzen, welche ebenfalls polymorph ist, gibt zwar keinen
Aufschluss Uber die Anwesenheit eines Volllangen Provirus, jedoch ist aufgrund dieser
Verteilung gleichfalls ein Ausschluss dieses Virus durch herkdmmliche Ziichtung mdglich.

Auf der anderen Seite besteht ein weiteres Risiko nach einer Xenotransplantation, wenn ein
infektioses PERV durch Komplementation gebildet wird, welches als Erbinformation ein env-
deletiertes Provirus tréagt. Das komplementierte PERV konnte potentiell, nach erfolgter
Xenotransplantation, menschliche Zellen infizieren. Daraufhin ware es zwar nicht mehr in der
Lage infektidse Partikel zu bilden, jedoch besteht noch das Risiko einer Retrotransposition,
welche an sich schon mutagen wirkt. Zusatzlich kdnnten durch diesen Vorgang Gene
zerstort oder Onkogene angeschaltet werden. Um dieses Risiko abschéatzen zu koénnen,
wurden im Rahmen dieser Arbeit modifizierte Proviren von PERV-B(33) und MoMLV
(Positivkontrolle) hergestellt und in einem Retrotranspositions Assay getestet. Die
Modifikation der Proviren beinhaltete die Deletion des fur die Retrotransposition nicht
notwendigen env-Leserahmens, im Austausch gegen eine inserierte Indikatorkassette fir die
Retrotransposition (neo™). Im Rahmen der in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente
konnte im Fall des Molekularklons PERV-B(33) eine Frequenz der Retrotransposition von
maximal 1,2*10° pro Zelle und Generation ermittelt werden. Demzufolge stellt eine
Retrotransposition von env-deletierten proviralen porzinen Sequenzen nach erfolgter
Xenotransplantation ein minimales Risiko dar.
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6  Anhang

Abb. 6.1:

Retrotranspositionsereignisse von PERV-B(  33) ausgehend von jeweils
10° Zellen in Triplikaten (Experiment 1; s. Abb. 3.22)
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Abb. 6.2:

Retrotranspositionsereignisse von PERV-B(  33) ausgehend von jeweils
2*10° Zellen in Triplikaten (Experiment 1; s. Abb. 3.23)
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Abb. 6.3: Retrotranspositionsereignisse von MoMLV a  usgehend von jeweils 10 °
Zellen in Triplikaten (Experiment 1; s. Abb. 3.24)
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Abb. 6.4: Retrotranspositionsereignisse von MoMLV a  usgehend von jeweils 2*10 °©
Zellen in Triplikaten (Experiment 1; s. Abb. 3.25)
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Abb. 6.5:

Retrotranspositionsereignisse von PERV-B(

33) ausgehend von jeweils

10° Zellen in Triplikaten (Expperiment 2; s. Abb. 3.22 )
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Abb. 6.6:

Retrotranspositionsereignisse von PERV-B(  33) ausgehend von jeweils
2*10° Zellen in Triplikaten (Experiment 2; s. Abb. 3.23)
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Abb. 6.7: Retrotranspositionsereignisse von MoMLV a  usgehend von jeweils 10 °
Zellen in Triplikaten (Experiment 2; s. Abb. 3.24)
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Abb. 6.8: Retrotranspositionsereignisse von MoMLV a  usgehend von jeweils 2*10 °
Zellen in Triplikaten (Experiment 2; s. Abb. 3.25)
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Abb. 6.9: Retrotranspositionsereignisse von PERV-B(  33) ausgehend von jeweils
10° Zellen in Triplikaten (Experiment 3; s. Abb. 3.22) keine Ereignisse
detektierbar bei zwei Platten des Triplikats

Abb. 6.10:  Retrotranspositionsereignisse von PERV-B  (33) ausgehend von jeweils
2*10° Zellen in Triplikaten (Experiment 3; s. Abb. 3.23) keine Ereignisse
detektierbar bei zwei Platten des Triplikats
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Abb. 6.11:  Retrotranspositionsereignisse von MoMLV ausgehend von jeweils 10 °
Zellen in Triplikaten (Experiment 3; s. Abb. 3.24)
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Abb. 6.12:  Retrotranspositionsereignisse von MoMLV ausgehend von jeweils 2*10 °
Zellen in Triplikaten (Experiment 3; s. Abb. 3.25)
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Abb. 6.13:  Retrotranspositionsereignisse von PERV-B  (33) ausgehend von jeweils
10° Zellen in Triplikaten ~ (Experiment 4; s. Abb. 3.22)
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Abb. 6.14:  Retrotranspositionsereignisse von PERV-B  (33) ausgehend von jeweils
2*10° Zellen in Triplikaten (Experiment 4; s. Abb. 3.23)
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7. AbkUrzungsverzeichnis

Abkurzungen:

Abb.
APS
agua dest.
APC

AS

AVR
BAP
BCA

bp
BrdUTP
BSA
bzw.

ca.

CA

Cap site
CIP

Cwmv
cpm
CXR
DAF
DMEM
DMSO
DNA
dNTP
dsDNA
EDTA
env-Gen
Env
EPTS/LM-PCR

et al.
FKS
gag-Gen
Gag

h
HAR
HERV
HIV
HTLV
IN

kb

Abbildung

Ammoniumpersulfat

destilliertes Wasser
Antigenprasentierende Zellen
Aminosaure

akut vaskulare AbstoRungsreaktion
bakterielle alkalische Phosphatase
Bichinonséaure (bicinchoninic acid)
Basenpaare
Bromo-deoxyuridintriphosphat
Rinderserumalbumin (bovine serum albumine)
beziehungsweise

circa

Kapsidprotein (capsid)
7-Methylguanosintriphosphatmodifikation

intestinale alkalische Phosphatase des Kalbes (calf intestinal
phosphatase)

Promotor des Cytomegalievirus

Zahler pro Minute (counts per minute)

zellulare Abstol3ungsreaktion

deccay-accelerating factor

Dulbecco’s modifiziertes Eagle's Medium
Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsdure

2 -Desoxy-Nukleosid-5"-Triphosphat
doppelstrangige DNA

Ethylendiamin Tetraessigsaure

envelope-Gen, Gen das fir retrovirale Oberflachenprotein kodiert
retrovirales Oberflachenprotein (Envelope-Protein)

magnetic extension primer tag selection (EPTS) preceding solid-phase
ligation-mediated (LM) PCR

Et alii, und andere

fétales Kélberserum

Gen, das die retrovirale Struktur bestimmt
gruppenspezifische Antigene (Strukturproteine)
Stunde (hour)

hyperakute Abstol3ungsreaktion (hyperacute rejection)
humanes endogenes Retrovirus

humanes Immundefizienz Virus

humanes T-Zell Leukamie Virus

Integrase

Kilobasen
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LB
LINE-1
LTR
MAC
MCP
mg

min
MLV (MoMLYV)
mM
MRNA
NEA
NGA
NK
NOD/SCID
nt

ORF
PBMC
PBS
PBS
PCR
PERV
Pl
pol-Gen

Pol
poly(A)
PPT
Pro
RNA
RT

SA
Sec.
SD
SDS
SP
SSC
Tab.
TAE
B
TBS
TEMED
™
TSD

VLP

Luria-Bertani-Medium

long interspersed nuclear elements Typl

retroviraler Promoter (Long Terminal Repeat)
membrane attacking complex

membrane cofactor protein

Milligramm

Minute

murines Leukamievirus (Typ Moloney)

millimolar

messenger RNA

not essential aminoacids

Nicht-anti-aGal-Antikérper

naturliche Killerzellen

non-obese diabetic/severe combined immunodeficiency
Nukleotid

offener Leserahmen (open reading frame)

periphere Blutlymphozyten

Primer Bindestelle

Phosphat gepufferte Saline (phosphate buffered saline)
Polymerase Kettenreaktion (polymerase chain reaction)
porzines endogenes Retrovirus

Proteaseinhibitoren

Polymerase Gen, Gen das fur die retroviralen enzymatischen Einheiten
codiert

Polymerase
Polyadenylierungssignal
Polypurintrakt

Protease

Ribonukleinsaure

Reverse Transkriptase
Spliceakzeptor

Sekunde

Splicedonor

Natriumdodecylsulfat
Streptomycin/Penicillin
Natriumcitrat (saline sodium citrate)
Tabelle

Tris-Essigsaure-EDTA

Terrific Broth Medium

Tris gepufferte Saline (tris buffered saline)
Tetramethylethyldiamin
Transmembranprotein

Target Side Duplications

Einheiten (units)

viruséhnliche Partikel (virus like particles)
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Aminosauren:

Alanin
Cystein
Aspartat
Glutamat
Phenylalanin
Glycin
Histidin
Isoleucin
Lysin

Leucin
Methionin
Asparagin
Prolin
Glutamin
Arginin
Serin
Threonin
Valin
Thryptophan
Tyrosin
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