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1. Einleitung

1. Einleitung

Wahrend in den vergangenen Jahrhunderten vor allem bakterielle Infektionen, wie Pest (Y.
pestis), Cholera (V. cholerae) und Tuberkulose (M. tuberculosis) Verursacher von grol3en
Pandemien mit hoher Letalitéat waren, haben in den letzten Jahrzehnten Virusinfektionen ei-
nen zunehmend hoheren Stellenwert eingenommen. Lenti- oder Coronaviren sowie Viren
zahlreicher anderer Genera verbreiten sich durch die neugewonnene Mobilitat des Men-
schen schnell weltweit und stellen neue Herausforderungen an die Entwicklung effektiver
Therapien und préaventiver Impfstoffe. Antivirale Medikamente sind oft mit starken Nebenwir-
kungen assoziiert, aber auch mit hohen Kosten, und haufig kdnnen sie das Leben des Pati-
enten nur verlangern ohne ihn zu heilen. Die vielversprechendste Strategie zur Bekampfung
von Virusepidemien ist deshalb nach wie vor die praventive Vakzinierung. Die grof3en Erfol-
ge von Impfkampagnen gegen das Pocken- oder Poliovirus sprechen fir die Entwicklung von

Impfstoffen zum Schutz gegen pathogene Viren.

1.1 Retroviren
Die Erforschung von Retroviren begann um 1910 mit den Arbeiten von Rous, Ellermann und

Bang. Sie stellten zellfreie Extrakte aus Tumorzellen von Hihnern her und konnten anschlie-
Bend zeigen, dass eine Injektion dieser Extrakte bei gesunden Tieren die Ausbildung von
Tumoren verursachte. Die Theorie, dass ein RNA-Genom als Matrize fur die DNA Synthese
dienen kénnte, wurde 1970 durch den Nachweis der Existenz einer viralen RNA-abhangigen
DNA-Polymerase, der Reversen Transkriptase (RT), bestatigt (Baltimore; Temin und Mizuta-
ni, 1970). Bis dahin war, dem zentralen Dogma der Molekularbiologie folgend, angenommen
worden, dass ausschlieBlich DNA in RNA umgeschrieben werden kann, nicht aber umge-
kehrt. Lange Zeit waren Retroviren nur in der Tierwelt bekannt, bis 1971 das humane Spu-
maretrovirus (HSRV) aus menschlichem Gewebe isoliert werden konnte. R. Gallo brachte
1980 erstmals ein Retrovirus mit der Tumorgenese beim Menschen in Zusammenhang. Das
von ihm beschriebene humane T-Zell Leukamie Virus (HTLV) gilt als Ausléser von T-Zell-
Leukdmien. 1983 identifizierten L. Montagnier und R. Gallo das humane Immundefizienzvi-
rus HIV-1 als Retrovirus und Ausléser der Immunschwéchekrankheit AIDS.

Retroviren kdnnen horizontal durch Infektion weitergegeben werden, aber auch vertikal
durch Vererbung tber die Keimbahn. Die Genome vieler Tierarten enthalten endogene Pro-
viren als normale Gene, beispielsweise machen diese bis zu 8% des menschlichen Genoms
aus. Die Integration der viralen DNA erfolgt an vielen Stellen des Wirtsgenoms und fuhrt zu
Wiederholungen kurzer Nukleotidfolgen an den Zielstellen, die je nach Art des retroviralen
Elementes vier, funf oder sechs Nukleotide umfassen. Wahrend die meisten Insertionen kei-
ne offensichtliche Funktion haben und haufig als parasitare (Doolittle & Sapienza, 1980; Or-

gel und Crick, 1980) oder junk-DNA bezeichnet werden, spielen einige endogene Retroviren
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wichtige Rollen in der Wirtsbiologie. Unter anderem sind die Regulation von Transkriptions-
vorgangen (Medstrand et al., 2001 a; b), die Kontrolle von Zellfusionsprozessen wahrend der
plazentalen Entwicklung (Blond et al., 2000; Rote et al., 2004) und die Vermittiung von
Resistenzen gegenliber exogenen retroviralen Infektionen (Ponferrada et al., 2003) beschrie-
ben worden. Endogene Retroviren sind jedoch auch mit Autoimmunerkrankungen in Verbin-
dung gebracht worden (Tenenbaum et al., 1994), obwohl ihnen eine ursachliche Wirkung bis

jetzt noch nicht nachgewiesen werden konnte.

1.1.1 Taxonomie

Historisch wurden die Retroviren zunachst nach ihrem elektronenmikroskopischen Erschei-
nungsbild in Typ A, B, C oder D-Retroviren eingeteilt. Spater folgte eine Klassifikation, die
auch biochemische Eigenschaften und den Zelltropismus bericksichtigte. Die Klassifikation
unterschied Onkornaviren, Spumaviren und Lentiviren. Die aktuelle, zur Zeit verbindliche Ta-
xonomie durch das International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) unterteilt die
Retroviren vor allem aufgrund ihrer genetischen Verwandtschaftsverhaltnisse wie folgt in

sieben Gattungen:

Familie: Retroviren (Retroviridae)

Unterfamilie: Orthoretroviren (Orthoretrovirinae)

Gattung (Genus):

a-Retrovirus (z.B. Rous-Sarkom-Virus (RSV))

B-Retrovirus (z.B. Maus-Mammatumorvirus (MMTYV))

y-Retrovirus (z.B. Koala-Retrovirus (KoRV))

0-Retrovirus (z.B. Humanes T-Zell-Leukamievirus 1 (HTLV-1))

e-Retrovirus (z.B. Zander-Hautsarkomvirus (walleye dermal sarcoma virus, WDSV))
Lentivirus (z.B. Humanes Immundefizienzvirus 1 (HIV-1))

Unterfamilie: Spumaretroviren (Spumaretrovirinae)

Gattung (Genus):

Spumavirus (z.B. Simianes Foamyvirus (SFV))
Weiterhin wird zwischen exogenen und endogenen Retroviren unterschieden. Endogene
Retroviren sind in das Genom aller Zellen des Organismus integriert und werden vertikal 0-
ber die Keimbahn bertragen. Die Eliminierung endogener Retroviren durch Zichtung oder
Haltung unter SPF-Bedingungen (Specified Pathogen Free) ist daher nicht méglich. Im Un-
terschied zu den endogenen Retroviren erfolgt die Ubertragung der exogenen Retroviren von
Organismus zu Organismus. Unter bestimmten Umstanden kann es jedoch auch ausgehend
von endogenen Proviren zur Produktion exogener infektibser Partikel kommen. Retroviren
sind in der Regel wirtsspezifisch, jedoch gilt die Ubertragung einiger iiber die Artgrenze hin-
aus als gesichert (Koala-Retrovirus, Affen-Immundefizienzviren (SIV) oder Maus-
Leuk&mievirus (MuLV)). Nach funktionellen Gesichtspunkten werden einfache und komplexe

Retroviren unterschieden. Die einfachen Retroviren tragen lediglich Gene fiir die Strukturpro-
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teine der Viruspartikel und die viralen Enzyme. Die komplexen Retroviren verfugen dartber
hinaus Uber Gene, deren Produkte regulatorische und akzessorische Funktionen erfillen.
Eine weitere Unterteilung stltzt sich auf Tropismen: ecotrope Viren kénnen nur diejenige
Spezies infizieren, in der sie produziert worden sind, amphotrope Viren sind in der Lage spe-
zieslUibergreifend zu infizieren und xenotrope Viren kdnnen alle Spezies infizieren mit Aus-

nahme derjenigen, in der sie produziert worden sind.

1.1.2 Morphologie retroviraler Partikel

Retroviren haben einen Durchmesser von 80-130 nm und bestehen aus einem Kapsid sowie
einer aulReren Hiulle, die von der Zytoplasmamembran der Wirtszelle abgeleitet ist. Die Vi-
rusmembran ist mit viralen Glykoproteinen assoziiert, welche sich aus zwei Polypeptiden,
dem Oberflachenhullprotein (surface glycoprotein, SU) und dem transmembranen Hullprotein
(TM) zusammensetzen. Sie lagern sich zu trimeren Komplexen, sogenannten Spikes, zu-
sammen, die mit den Rezeptoren und Korezeptoren auf der Oberflache der Zielzellen inter-
agieren und so deren Infektion initiieren. Unter der viralen Hulle befindet sich eine Schicht
aus Matrixproteinen (MA), welche durch aminoterminal angefligte Myristinsdurereste mit
dem inneren Teil der Hillmembran verbunden sind. Kapside treten je nach Virusgruppe als
konusformige (Lentiviren), zylindrische (Deltaretroviren) oder sphéarische Gebilde (Foamyvi-
ren) in Erscheinung. Sie enthalten neben den fir den viralen Replikationszyklus wichtigen
Enzymen Reverse Transkriptase (RT), Integrase (IN) und Protease (PR) aul3erdem zwei i-
dentische Molekule einzelstrangiger RNA.
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Abb. 1.1: Schematischer Aufbau eines Retrovirus (modifiziert; www.hiv.lanl.gov)
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1. Einleitung

1.1.3 Genomstruktur

Das Genom von Retroviren besteht aus zwei sieben bis zwolf Kilobasen (kb) langen RNA-
Strangen positiver Polaritat, die wie typische eukaryotische messenger RNAs (mMRNA) am 5'-
Ende eine 7-Methylguaninkappe und am 3’-Ende einen poly(A)-Schwanz tragen. Einfache
Retroviren wie KoRV codieren drei virale Gene, namlich gag (gruppenspezifisches Antigen,
Gruppe von inneren Strukturproteinen), pol (fir enzymatische Proteine) und env (Bestandtei-
le der Virushiille). Am 5°- und am 3"-Ende wird die RNA von identischen R-Regionen (,re-
dundant“) abgeschlossen, die den Transkriptionsstartpunkt und ein Signal fur die Terminati-
on tragen. Auf den 5 -R-Bereich folgt die U5-Region, die invertierte Sequenzen fur die Integ-
ration des Provirus in das Wirtsgenom tragt. In direkter Nachbarschaft liegt die Primerbin-
dungsstelle (PBS), an die ein Molekl zellularer transfer RNA (tRNA) gebunden ist. Strom-
abwarts der PBS befindet sich ein SpleiRdonor (SD). Zwischen SD und der codierenden Re-
gion fur Gag liegt das Verpackungssignal (W), das eine sehr konservierte, stark gefaltete Se-
kundarstruktur ausbildet und unter anderem fir die Dimerisierung mit einer weiteren genomi-
schen RNA verantwortlich ist. Am Ende der codierenden Region fur Pol befindet sich die
SpleiBakzeptorstelle (SA). Bei allen Retroviren entsteht durch Spleilien wenigstens eine kir-

zere subgenomische mRNA, die in das Env—Produkt Ubersetzt wird.

Stromabwarts der codierenden Region fur Env befindet sich der Polypurintrakt (PP), der
beim Umschreiben der retroviralen RNA in DNA als Primer fur die Synthese des zweiten
DNA-(+)-Strangs dient. Der U3-Bereich tragt mit Verstarker- (Enhancer) und Promotorberei-
chen wichtige Motive flr die Regulation der viralen Transkription. U5- und U3-Sequenzen
stellen auf RNA-Ebene einfach (,unique*) auftretende Sequenzen dar. In der proviralen DNA
sind sie durch den besonderen Mechanismus der reversen Transkription an beiden Enden
verdoppelt und bilden zusammen mit den R-Regionen die identischen langen terminalen
Wiederholungssequenzen (long terminal repeat, LTR). Die 5" untranslatierte Region (5"UTR)
vom Transkriptionsstartpunkt der R-Region bis zum Translationsstartcodon des Gag/Pol-

Fusionsproteins wird auch als Leader bezeichnet.

LTR LTR
a—— ——
4|U3 R|US \PB o sag pol eny PP| U3| R|US|—
Zell- ) 1 Zell-
genom  ghjgiffdonor SpleiBakzeptor genom

Abb. 1.2: Schematische Darstellung der retroviralen Genomorganisation der in das Zellgenom
integrierten Provirus-DNA (Modrow, 2003)

10



1. Einleitung

1.1.4 Retrovirale Proteine

1.1.4.1 Gruppenspezifische Antigene

Gag-Proteine erflillen verschiedene Funktionen bei der Partikelbildung und — freisetzung und
tragen zur Struktur und Infektiositat der reifen Virionen bei. Alle Gag-Proteine werden als
gemeinsames Vorlauferprotein an freien Ribosomen des Zytoplasmas synthetisiert, wobei
die sequentielle Abfolge der Proteine im Vorlaufer bei allen Retroviren Ubereinstimmt. Im An-
schluss an die Myristylierung aminoterminaler Glycinreste werden die modifizierten Vorlaufer
durch zellulare Faktoren zur Zytoplasmamembran transportiert, wo sie an Fettsduren binden.
Im Verlauf der Virusmorphogenese erfolgt bei Gammaretroviren, vermittelt durch die virale
Protease, die Spaltung in p27-Kapsidprotein, pl5-Matrixprotein, p7-Nukleokapsid-
protein (interagiert spezifisch mit den W- Regionen der RNA und bildet so einen Ribonukle-

oproteinkomplex) sowie p12-Linkerprotein.

1.1.4.2 Enzyme
Integrase, Protease und reverse Transkriptase sind Produkte des pol-Gens. Wéhrend der

Gag-Proteinsynthese entstehen sie durch Uberlesen des gag-Stoppcodons als Vorlauferpro-
tein. Verschiedene Viren verwenden in Abhangigkeit von der Beziehung zwischen gag- und
pol-Leseraster unterschiedliche Mechanismen, um nach dem gag-Stoppcodon mit der Trans-
lation fortzufahren. Folgen beide lickenlos aufeinander, so kann ein einziges Protein erzeugt
werden, indem eine das Stoppcodon erkennende Glutamyl-tRNA dieses supprimiert. Befin-
den sich gag und pol in unterschiedlichen Leserastern, so entsteht ein zusammenhéngendes
Polyprotein durch ribosomale Leserasterverschiebung in einer uridinreichen Region. Das be-
schriebene Uberlesen erfolgt in circa fiinf Prozent aller Félle, so dass etwa zwanzigmal mehr
Gag-Protein als Gag-Pol-Protein entsteht. Auch die Gag/Pol-Fusionsproteine werden am a-
minoterminalen Ende myristyliert und sind Uber diese Modifikation mit der Zytoplasma-
membran assoziiert. Die Proteolyse in die aktiven Enzyme erfolgt wahrend der Virusreifung
im bereits freigesetzten Partikel.

Die Integrase wirkt als Endonuklease sowie Ligase. Sie erzeugt um zwei Basen verkirzte 3'-
Enden in den LTRs der doppelstrangigen proviralen DNA sowie versetzte Enden in der Ziel-
DNA und katalysiert so die kovalente Integration in das Genom der Wirtszelle. Die Protease
liegt im aktiven Zustand als Homodimer vor und tragt zwei funktionell bedeutsame Aspar-
tatreste. Die reverse Transkriptase kann als RNA- oder DNA-abhangige DNA-Polymerase
sowie als RNase wirken. Sie katalysiert die Umschreibung der viralen RNA in provirale DNA
und baut nach der Synthese der DNA/RNA-Hybriddoppelstrange den RNA-Anteil ab. Das
Enzym besitzt keine proof reading- Aktivitdt und baut daher mit einer Wahrscheinlichkeit von
1:10° — 1:10* falsche Basen in den neusynthetisierten DNA-Strang ein. Diese Fehlerrate si-

chert dem Virus eine hohe Sequenzvariabilitat.
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1. Einleitung

1.1.4.3 Virale Hullproteine
Das virale Hullprotein (Env) wird am rauen Endoplasmatischen Retikulum (rER) als gemein-

samer Vorlaufer von einer gesplei3ten subgenomischen mRNA gebildet und gelangt, vermit-
telt Gber eine N-terminale Signalsequenz, auf dem sekretorischen Syntheseweg der Zelle in
die Plasmamembran. Nach der Translation wird das Protein glykosyliert und durch eine mit
dem Golgi-Apparat assoziierte zellulare Protease gespalten, wobei die beiden Untereinheiten
je nach Virusgruppe meist nonkovalent miteinander verbunden bleiben. Wahrend die Ober-
flachenhullproteine relativ stark glykosyliert werden (mit bis zu 32 Glykosylierungsstellen
zahlt gp120, das Oberflachenprotein von HIV-1, beispielsweise zu den am starksten glykosy-
lierten Proteinen), werden die transmembranen Hiullproteine relativ schwach (HIV-1-gp41)
oder gar nicht (PERV-p15E) glykosyliert. Ebenfalls posttranslational findet eine Oligomerisie-
rung von SU und TM statt, wobei unter anderem Anteile des TM-Proteins antiparallel ange-

ordnete Strukturen, das sogenannte Sechs-Helix-Blindel, ausbilden.

Das SU-Protein lasst sich in Bereiche mit deutlicher Aminoséaurevariabilitat (V-Regionen) und
in Bereiche mit hohem Konservierungsgrad (C-Regionen) einteilen. Die V-Bereiche befinden
sich meist an exponierten Stellen, so dass auf sie der Selektionsdruck neutralisierender Anti-
korper wirkt. Vergleicht man zum Beispiel die variablen Regionen unterschiedlicher HIV-
Patienten, so findet man neben Resten mit verschiedenen funktionellen Gruppen auch gro-
Rere Deletionen und Insertionen sowie veranderte Glykosylierungsmuster. Die C-Bereiche
sind meist fur die Wechselwirkung mit zellularen Rezeptoren verantwortlich, wodurch sich die
Konservierung innerhalb der Gruppe erkléaren lasst. Das uber eine hydrophobe Sequenz in
der Membran verankerte TM-Protein wird in einen extraviralen und einen intraviralen Bereich
unterteilt. Die Ektodoméane untergliedert sich dabei in das Fusionspeptid (FP), die N-
terminale Helixregion (NHR), eine Uber eine Disulfidbriicke stabilisierte Cysteinschleife (C-C
Loop), eine C-terminale Helixregion (CHR) und einen kurzen membranproximalen Bereich.
Der zytoplasmatische Teil kann je nach Virustyp unterschiedlich lang sein: etwa 30-40 Ami-
nosauren bei Gammaretroviren, circa 150 Aminosauren bei Lentiviren. Es ist unklar, welche
Rolle dieser wahrend der Infektion spielt, Versuche, in denen Teile des zytoplasmatischen
Bereichs deletiert wurden, zeigen jedoch einen deutlich Riickgang der Infektiositat. Trans-
membran- und Oberflachenhullprotein sind die einzigen auf der Oberflache exponierten
retroviralen Proteine und damit die wichtigsten Angriffspunkte einer humoralen neutralisie-
renden Immunantwort. Die verschiedenen Domanen retroviraler Transmembranproteine sind

in der nachfolgenden Abbildung schematisch dargestellt.
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Ektodomane Endodomane
P Sl " (_/;\.
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Abb. 1.3: Schematische Darstellung eines transmembranen Hullproteins, FP: Fusionspeptid, NHR:
N-terminale Helix- bzw. Heptad-Repeat-Region, CHR: C-terminale Helix- bzw. Heptad-Repeat-Region, TM:
Transmembrandomane, a: a-Helix im zytoplasmatischen Teil

Die viralen Hiillproteine vermitteln, wie unter 1.1.2 beschrieben, die Fusion von Virus und Zy-
toplasmamembran der Zielzelle. Die Bindung des Oberflachenhillproteins an den bzw. die
Rezeptoren bewirkt Konformations&nderungen im TM-Protein, wodurch das zunéchst ver-
steckte Fusionspeptid freigelegt wird. Letzteres dient als hydrophober Anker, der sich wah-
rend der Infektion in die Lipidmembran der Zielzelle einlagert. Die einzelnen Vorgange sind
in Abb. 1.4 schematisch dargestellt, wobei der Einfachheit halber die SU-Anteile nicht ge-

zeigt werden. Man unterscheidet Prafusions- und Fusionsstadium.
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Abb. 1.4: Schematische Darstellung der Konformationsanderungen des TM-Proteins wahrend
der Fusion zellularer und viraler Membranen (Rote et al., 2004), MSD: membrane-spanning domain, C-
hep: C-terminale Heptad-Repeat-Region, N-hep: N-terminale Heptad-Repeat-Region

1.1.4.4 Akzessorische und regulatorische Proteine
Komplexe Retroviren, wie HIV, codieren neben den bisher beschriebenen Proteinen auch

regulatorische und akzessorische Proteine. Regulatorische Proteine sind zum Beispiel die
Transaktivatoren Tat (transactivator of transcription) und Tax (transactivator X; transwirken-
der Transkriptionsaktivator, der von der X-Region des HTLV-Genoms kodiert wird). Sie kon-
nen die vom LTR-Promotor oder von zellularen Promotoren ausgehende Transkription um
ein Vielfaches verstarken (erhdhte Initiationsrate), den Initiationskomplex und damit die
Transkriptionselongation stabilisieren oder Signaltransduktionskaskaden anstof3en, die wie-
derum ein verandertes Expressionsmuster hervorrufen. Posttranskriptionell wirkende Tran-
saktivatoren sind fur die zeitliche Koordination von Genexpression und Replikation von Be-

deutung. Das Rev-Protein (regulator of gene expression of virion proteins) beispielsweise
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wird friih wahrend der Infektion synthetisiert und ist fir den bevorzugten Export bestimmter
MRNA-Spezies in das Zytoplasma zustandig. Akzessorische Proteine haben unterschiedli-
chen Einfluss auf die Pathogenitat des Virus, die virale Replikation sowie die Immunevasi-
onsmechanismen. Bekannt sind unter anderem Vif (viral infectivity factor), Vpr (viral protein
r), Vpu (viral protein u), Vpx (viral protein x) und Nef (negative factor). Die Wirkung des letz-
ten soll im Folgenden als Beispiel fur die Vielfaltigkeit genauer betrachtet werden. Das Nef-
Protein von HIV-1 ist Teil von Signaltransduktionskaskaden, welche die verstarkte Bildung
von Transkriptionsfaktoren, aber auch chemotaktisch wirkender sowie proapoptotischer Fak-
toren zur Folge haben. Es reduziert des weiteren die Menge an CD4-Molektlen in infizierten
Zellen, so dass einerseits eine Sekundarinfektion mit HIV-1 verhindert und andererseits die
Freisetzung von HIV-Partikeln erleichtert wird. Aul3erdem wird die Konzentration der MHC-
Klasse-I-Antigene verringert, woraus die ungenigende Erkennung der infizierten Zellen
durch zytotoxische T-Lymphozyten resultiert. In vivo spielt das Nef-Protein ferner eine we-

sentliche Rolle bei der Pathogenese.

1.1.5 Lebenszyklus

Der retrovirale Lebenszyklus beginnt mit der Bindung des Oberflachenhillproteins an geeig-
nete Rezeptoren der Wirtszellmembran. Meist handelt es sich dabei um essentielle Trans-
portproteine der Zelle, beispielsweise Aminosaure- oder lonentransporter. In Abhangigkeit
vom Virustyp tritt das Virion anschlieBend durch Endozytose oder durch direkte Fusion von
viraler und Zytoplasmamembran in die Zelle ein. Bei den meisten Retroviren (eine Ausnah-
me bilden die Foamyviren) folgt nun die reverse Transkription, wobei Konformationsande-
rungen im Core die Reverse Transkriptase aktivieren. Der natirliche Primer der RT ist eine
mitgefuihrte unbeladene tRNA des Wirtes, deren 3'-Ende komplementére Basenpaarungen
mit der Primerbindungsstelle eines der viralen RNA-Molekille eingeht. In einer Folge ver-
schiedener Reaktionen (Matrizenwechsel, Abbau von RNA durch den RNase H-Anteil des
Enzyms, Rekombinationsereignisse) entsteht ein lineares doppelstrdngiges DNA-Molekiil,
das zu beiden Seiten von LTRs eingerahmt wird und als Préintegrationskomplex (PIC) in den
Zellkern gelangt. Der Eintritt in den Zellkern erfordert die Abwesenheit der Kernmembran und
ist daher auf aktiv teilungsféahige Zellen beschrankt. Eine Ausnahme hiervon bilden Lentivi-
ren, wie HIV, die - wenn auch weniger effektiv — ruhende Zellen infizieren kénnen. Dabei
spielen ein Kernlokalisationssignal im MA-Protein, aber auch das Vpr-Protein eine Rolle.

Die Integration des Provirus in das zellulare Genom erfolgt durch die virale Integrase, wobel
es an beiden Enden der integrierten Form zur Verkirzung um zwei Basenpaare kommt. Ur-
springlich ging man davon aus, dass die Integrationsstellen von Retroviren statistisch tber
das Genom verteilt waren (Varmus, 1982). Spater jedoch wurden rein zuféllige Insertionser-

eignisse angezweifelt und stattdessen die Beteiligung von nukleosomalen Strukturen und
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DNA-Bindungsproteinen beschrieben (Pryciak und Varmus, 1992; Pruss et al., 1994; Lewin-
ski et al., 2006). Das Provirus wird als regularer Bestandteil der genomischen DNA von der
zellularen RNA-Polymerase Il transkribiert, wobei Abschnitte im LTR als Promotor dienen. Im
Zytoplasma werden die Genprodukte translatiert und in einem zeitlich und rdumlich genau
regulierten, komplexen Morphogeneseprozess zu Viruspartikeln zusammengeftigt. Die Mor-
phogenese wird durch einen Protease- vermittelten Reifungsprozess abgeschlossen, der fir

die Bildung infektidser Viren unerlasslich ist.
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Abb. 1.5: Schematische Darstellung des Infektionszyklus von Retroviren (Knippers, 2006)

1.2 Humanes Immundefizienzvirus (HIV)
Das humane Immundefizienzvirus verursacht die weltweit verbreitete Immunschwache-

krankheit AIDS (acquired immunodeficiency syndrome), welche 1981 zum ersten Mal von
Gottlieb et al. beschrieben wurde und vor allem durch opportunistische Erkrankungen cha-
rakterisiert wird. Nach Schatzungen von WHO und UNAIDS waren 2006 rund 40 Millionen
Menschen mit HIV infiziert, davon etwa 25 Millionen im Subsahara-Raum. Circa 2.9 Millionen
Betroffene starben, wahrend ungeféahr 4.3 Millionen Menschen neu infiziert wurden.

1983 gelang Montagnier erstmals die Isolation des Virus aus Lymphozyten von Patienten,
woraufhin eine Reihe von Untersuchungen eingeleitet wurde. Den Ursprung der Viren konnte
man in Afrika ausmachen, wobei HIV-1 vom Schimpansen und HIV-2 von der rauchgrauen
Mangabe durch mehrfach unabhangige Transspeziesubertragung auf den Menschen Uber-
gegangen war. Auf Grund von Sequenzunterschieden teilt man HIV-1 heute in drei Gruppen

ein: M (major) mit den Genotypen A bis I, O (outlier) und N (new). Man kennt aufRerdem
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sechs Genotypen des HIV-2, namlich A bis F. HIV-2 kommt bisher hauptsachlich in Westafri-

ka und Indien vor.

Die Ubertragung von HIV erfolgt durch direkten Kontakt mit Korperfliissigkeiten wie Blut,
Sperma oder Vaginalflussigkeit, aber auch vor oder wahrend der Geburt und beim Stillen.
Fur den Eintritt in die Zielzellen nutzt das Virus den CD4-Rezeptor, der auf der Oberflache
von Makrophagen, Monozyten, 60% der T-Zellen und auf T-Vorlauferzellen im Knochenmark
und im Thymus vorkommt sowie einen von zwei mdéglichen Chemokinrezeptoren: CCR5
(makrophagotrope Isolate; Deng et al., 1996; Doranz et al., 1996) oder CXCR4 ((T-zelltrope
Isolate; Feng et al., 1996). Die HIV-Varianten, die CXCR4 als Korezeptor verwenden, entwi-
ckeln sich erst im Verlauf der Infektion durch kontinuierliche Mutationen aus den makropha-
gotropen Viren. 2001 wurde von Saha et al. gezeigt, dass HIV auch das CD8-Molekil auf
zytotoxischen T-Lymphozyten als Rezeptor nutzen kann.

Der Krankheitsverlauf lasst sich in drei Abschnitte einteilen. Die erste Phase oder Priméarin-
fektion verlauft haufig inapparent und ist nur in wenigen Fallen mit grippeahnlichen Sympto-
men oder Schwellungen der Lymphknoten verbunden. Es folgt ein mehrere Jahre lang dau-
erndes symptomfreies Latenzstadium, das durch eine geringe Viruslast im peripheren Blut
gekennzeichnet ist. Aufgrund hoher Mutationsraten und des stetigen Selektionsdrucks durch
die humorale und zellulare Immunantwort, werden permanent neue Virusvarianten gebildet.
Die Replikationseigenschaften und der Zelltropismus der Viren verandern sich. Die Zahl der
CD4-positiven Zellen sinkt als Folge der fortschreitenden Virusreplikation, aber auch als Fol-
ge zell- sowie zytokinvermittelter Zytolyse. Es kommt letztlich zum Zusammenbruch des Im-

munsystems und damit zur Ausbildung der klinischen AIDS-Symptome.

Fur die Therapie der HIV-Infektion stehen heute verschiedene nukleosidische und nicht-
nukleosidische RT-Hemmer, Proteaseinhibitoren sowie Fusionshemmer zur Verfiigung. Mit
dieser sogenannten HAAR-Therapie (highly active antiretroviral therapy) wird méglichst friih
nach der Primarinfektion, also wahrend der asymptomatischen Latenzphase begonnen. Sie
verursacht Kosten von 13000-23000 US-$ pro Jahr und Patient (Weinstein et al., 2001),
woraus folgt, dass der Mehrheit der HIV-Infizierten diese nicht zur Verfigung steht bzw. ge-
stellt werden kann. Die optimale und kostengunstigste Strategie zur Bekampfung von Virus-
epidemien ist deshalb nach wie vor die praventive Vakzinierung.

Bisher jedoch sind alle klassischen Ansatze fur die Entwicklung eines Impfstoffes geschei-
tert. Die Gabe von abgetdteten HI-Viren, rekombinanten Vacciniaviren, welche die HIV-
spezifischen Glykoproteine synthetisieren, von gentechnologisch produzierten Oberflachen-
proteinen oder synthetischen Peptiden induzierte in klinischen Studien keinen Schutz vor der

Infektion mit dem Virus.

16



1. Einleitung

1.3 Gammaretroviren
In die Gattung der Gammaretroviren fallt eine Vielzahl von Viren, die terrestrische Vertebra-

ten als Wirte nutzt und dabei zumeist endogen ist (Herniou et al., 1998). Gammaretroviren
sind weniger komplex aufgebaut als Lentiviren und exprimieren keine regulatorischen oder
akzessorischen Proteine. Neben den drei viralen Genen gag, pol und env kénnen sie jedoch
Protoonkogene (liber)tragen, wie zum Beispiel das Affensarkom-Virus (SSV) oder das Rat-
ten—Leukamie—Virus (RaLV) (Sonobe et al., 1991; Lee et al., 1998). Wie fur die Lentiviren
wurden auch fir Gammaretroviren Transspeziesubertragungen unter nattrlichen Bedingun-
gen beschrieben, wobei im neuen Wirt oft ausgepragte Krankheitsbilder auftreten. So ruft die
Ubertragung eines Mausretrovirus (MuLV) auf Gibbonaffen myeloische Leukamien und
Lymphome hervor (Gibbon ape leukemia virus, GaLV; Lieber et al., 1975). Als Krankheitser-
reger spielten Gammaretroviren bisher nur in der Veterinarmedizin eine Rolle, wobei alle bis-
her identifizierten Zielzellrezeptoren mehrfach membranspénnige Phosphat— und Aminosau-
retransporter sind (Overbaugh et al., 2001; Tailor et al., 2003). In Abb. 1.6 sind die Ver-
wandtschaftsverhaltnisse von Gammaretroviren zusammenfassend und im Vergleich zu den

Verwandtschaftsverhaltnissen ihrer Wirte dargestellt.
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Abb. 1.6: Vergleich von Virusstammb&umen und Stammbaumen der Saugetierwirte (nach Marti,
Kabat und Tristem, 2002)

17



1. Einleitung

1.3.1 Felines Leukamievirus (FelLV)

FeLV wurde 1964 von Oswald Jarrett entdeckt. Es existieren vier Subtypen, FeLV-A, B, C
und T, die sich in ihrer Rezeptorspezifitat und folglich in ihrem Zelltropismus unterscheiden.
FeLV-A ist der einzige in reiner Form horizontal Ubertragbare Subtyp. Als Rezeptor dient da-
bei das feline Thiamintransportprotein (feTHTR1, Mendoza et al., 2006). Alle anderen Subty-
pen leiten sich von FeLV-A ab und entwickeln sich im Laufe einer persistierenden Infektion
im Wirt. FeLV-B beispielsweise entsteht durch Rekombination von FeLV-A mit endogenen
FeLV-&hnlichen Sequenzen (Stewart et al., 1986). Der verwendete Zielzellrezeptor ist in die-
sem Fall der Transporter fir anorganisches Phosphat, Pit1 sowie das nahe verwandte Prote-
in Pit2. FeLV-T (Rohn et al., 1998) bendtigt neben Pitl zusatzlich den Iéslichen Kofaktor Fe-
LIX (Anderson et al., 2000 & 2001). FeLV-C ist nur in 1% der infizierten Katzen nachweisbar
und entsteht nach Mutation des env-Gens von FeLV-A. Vermutlich wird dadurch die Sekun-
darstruktur des Oberflachenproteins verandert, so dass als Rezeptor fortan ein Ham-
Transporter fungiert (Brojatsch et al., 1992; Brown et al., 2006). Obwohl Leuk&mien namens-
gebend fur das Virus waren, werden sie selten von diesem verursacht. Vorranige Symptome
der Infektion sind die Degeneration des hamatopoetischen Systems (aplastische Anamien
bei 25% der Tiere), Immundefizienz (FeLV-AIDS) und damit verbunden opportunistische Er-
krankungen (Lappin, 1995), Lymphosarkome (5%), Fibrosarkome (Snyder et al., 1969) sowie

eine verkirzte Lebensdauer.

In Europa und den Vereinigten Staaten sind bisher sieben FeLV-spezifische Vakzinen erhalt-
lich. Drei davon enthalten inaktivierte Viruspartikel, zwei das virale Oberflachenhdillprotein
gp70 und zwei weitere rekombinante Proteine, wie zum Beispiel unglykosyliertes rp45 (Spar-
kes, 1997). Keiner der Impfstoffe kann einen vollstandigen Schutz gewahrleisten, dennoch
sind die gesammelten Erfahrungen bei der Entwicklung von Impfstrategien gegen AIDS von

grol3er Bedeutung.

1.3.2 Porcines Endogenes Retrovirus (PERV)

Porcine endogene Retroviren sind erstmals in den friilhen 70er Jahren beschrieben worden
(Breese, 1970; Armstrong et al., 1971 und Lieber et al., 1975). Von den drei bekannten
Gruppen, PERV-A, B und C, sind zwei (PERV-A und B) in der Lage, humane Zellen in vitro
zu infizieren (Patience et al., 1997). Da sie eine potenzielle Gefahr bei der Xenotransplanta-
tion darstellen, sind PERVSs in den vergangenen Jahren in den Blickpunkt der Forschung ge-
rickt. Es besteht die Moglichkeit der Adaption des Virus an den neuen Wirt und damit das
Risiko einer Zoonose. Die eng verwandten Viren GaLV, MuLV, FeLV und KoRV sind unter
anderem Ursache von Leukamien, so dass dem immunsupprimierten Organrezipienten

Krankheiten drohen kénnten. Gentechnische Veranderungen der Xenotransplantate zur Ver-
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hinderung von AbstoRungsreaktionen (Entfernung von Galal-3Gal-Epitopen) erhdhen die
Infektionsgefahr zusatzlich durch Uberwindung natiirlicher Virusabwehrmechanismen (Quinn
et al., 2004; Fujita et al., 2003). Wahrend alle PERV-Subklassen in ihren gag- und pol-
Genen einander stark ahneln, kénnen in den env-Genen gréRere Unterschiede festgestellt
werden, inshesondere in denjenigen Regionen, die fir das Oberflachenprotein kodieren.
Folglich werden unterschiedliche Rezeptoren fiir den Zelleintritt verwendet. Die fir PERV-A
beschriebenen Rezeptoren sind HUPAR1 und 2 (Ericsson et al., 2003), welche auf zahlrei-
chen humanen Zelltypen, auch PBMCs, exprimiert werden. Mit ihren membrandurchspan-
nenden Doménen sind sie den Rezeptoren anderer Gammaretroviren sehr ahnlich, ihre
Funktion ist jedoch bisher unentdeckt. Fir PERV-B und C sind bisher keine Rezeptoren be-

kannt.

1.3.3 Gibbon Ape Leukemia Virus (GaLV)

Das Gibbon Ape Leukemia Virus (GaLV) wurde erstmals aus Lymphosarkomen von Gibbons
isoliert und von Kawakami et al. (1972) sowie Todaro et al. (1975) beschrieben. Heute unter-
scheidet man die Subtypen GALV Br (Brain), H (Hall's Island), SF (San Francisco) und SEA-
TO, welche sich in ihren antigenen Eigenschaften unterscheiden. In den 90er Jahren ist ein
weiterer GALV-Stamm GALV X aus einer HIV-infizierten humanen Zelllinie isoliert worden
(Burtonboy et al., 1993). In allen Fallen handelt es sich um exogene Gammaretroviren, die

mit hdmatopoetischen Neoplasien in Verbindung gebracht wurden.

1.3.4 Koala-Retrovirus (KoRV)

Das Koala-Retrovirus wurde erstmals im Jahr 2000 durch Hanger et al. isoliert und sequen-
ziert. Elektronenmikroskopische Aufnahmen zeigten typische Viruspartikel von 80-110 nm
Durchmesser, aber auch knospende Formen mit charakteristischem C-férmigem Kapsid. Die
provirale Transkription und Virusassemblierung wurden zudem durch die Anwesenheit retro-
viraler Transkripte bestatigt. Das KoRV-Genom hat eine Léange von 8431 Basenpaaren und
weist typische Eigenschaften retroviraler Genome auf. Dabei handelt es sich um 5’- und 3'-
LTRs, eine tRNAP™ Primerbindungsstelle, cis- und transaktive Elemente, gag, pol und env-
Sequenzen, eine Cys-His-Box mit Bedeutung fur die Translation, einen Polypurinabschnitt
und ein Polyadenylierungssignal, eine SpleilRdonorstelle (zwischen den Basen 564 und 570)
sowie eine SpleilRakzeptorstelle (zwischen den Basen 5701 und 5709; Hanger et al., 2000).
KoRV hat sowohl Eigenschaften eines exogenen als auch eines endogenen Virus und nimmt
damit einen Sonderstatus unter den Gammaretroviren ein. Charakteristika eines exogenen
Virus sind beispielsweise das vollstdndige replikationskompetente Genom sowie die aktive
Transkription und Viruspartikelbildung, wohingegen die Prasenz in Keimzellen und die Ver-
erbung nach den Mendel‘'schen Regeln fir ein endogenes Virus typisch sind (Tarlinton et al.,
2006).

19



1. Einleitung

Seit etwa 100 Jahren scheinen Infektion und Endogenisierung innerhalb der Koala-
Population Australiens in Nord-Siud-Richtung fortzuschreiten, und bis heute existieren nicht
infizierte Tiere auf den Kangaroo Islands. Da andere endogene Retroviren bereits vor we-
nigstens 5000 Jahren in das Genom ihrer Wirte integrierten, eignet sich das Koala-Retrovirus
als Modell, um den Prozess und die Konsequenzen der retroviralen Endogenisierung zu ver-
folgen (Tarlinton et al. und Oliveira et al., 2006). Es besteht unter anderem die Mdglichkeit
der Selbstaktivierung und Rekombination mit exogenen Viren, um neue Pathogene mit er-
weitertem Wirtsspektrum zu generieren (Oliveira et al., 2006). Zudem koénnte die Prasenz
endogener Viren die Immunantwort gegenlber verwandten pathogenen exogenen Viren ver-
ringern, im Gegensatz dazu die Expression von ERV-Genen jedoch auch eine Resistenz ge-
genlber exogenen Viren vermitteln (zum Beispiel Giber Rezeptorinterferenz). Gewebs-, tier-
oder populationsspezifische verkirzte Proviren kdnnten durch Rekombinationsereignisse

oder Superinfektionen sowie Reinsertionen entstehen (Hanger et al., 2006).

Das Koala-Retrovirus ist mit hohen Mortalitdtsraten, hervorgerufen durch Leukamien,
Lymphome, aber auch opportunistische Erkrankungen, assoziiert. Potenzielle Cofaktoren,
die fur den Ausbruch einer Krankheit wie Leukdmie verantwortlich sein kénnten, sind Super-
infektionen mit exogenen KoRV-Varianten, Rekombinationen mit anderen Retroviren, Inter-
aktionen mit Haplotypen und / oder somatischen Mutationen des Wirtes oder Coinfektionen
mit Viren anderer Genera (beispielsweise Herpesviren). Neoplasien machen etwa 3-5% der
Todesrate freilebender und bis zu 80% der Todesrate gefangener Koalas aus (Hanger et al.,
2000). In Untersuchungen von Tarlinton et al. (2005) variierte die provirale Kopienzahl zwi-
schen den einzelnen Individuen einer Kolonie um bis zu Faktor 1 x 10°. Dabei konnte keine
signifikante Ubereinstimmung zwischen proviralen DNA-Levels und Krankheit, Alter, Body
Mass Index (BMI), Geschlecht oder viralen RNA-Levels festgestellt werden. Virale RNA-
Levels wiederum lagen zwischen 1.7 x 10° und 3.6 x 10° Kopien pro ml Plasma. In allen un-
tersuchten Tieren war eine aktive Viramie festzustellen, jedoch erfolgte ein zusatzlicher signi-
fikanter Anstieg der viralen RNA-Levels in Tieren mit Leukamien und Lymphomen im Ver-
gleich zu gesunden Tieren (P < 0.0007). Eine Korrelation zwischen Leukozytenzahl und Vi-
ruslast konnte nicht ermittelt werden, dafiir jedoch zwischen dem Alter des Tieres und dem
viralen RNA-Level. Eine Erklarung war, dass Koalas mit einer bestimmten Zahl an Inserts
geboren werden, mit dem Alter jedoch die Repression der Transkription abnehmen kdnnte.
Eine Verbindung zwischen Chlamydiose und KoRV wurde noch nicht vollstandig geklart, die
Viruslast kénnte allerdings die Schwere der Krankheit beeinflussen. Da alle untersuchten
Tiere virAmisch waren, existieren womdglich weitere Effekte oder Ausldser, die lUber eine

Krankheit entscheiden.
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Der engste Verwandte des Koala-Retrovirus ist das Gibbon Ape Leukemia Virus (s. 1.3.3),
wobei die wahrscheinlichste Erklarung fur die Verwandtschaft der beiden eine Transspezies-
ubertragung ist. Eine direkte Ubertragung ist auf Grund der biogeographischen Distanz je-
doch unwahrscheinlich, zum Beispiel in Zoos oder bei gemeinsamem Transport aber grund-
satzlich moglich. In der freien Natur kbnnten Nager, Vogel, Flederméause oder Arthropoden
als Zwischenwirte gedient haben (Hanger et al., 2000). Da GaLV und KoRYV sich in etwa nur
so stark voneinander unterscheiden, wie die beiden GaLV-Stamme SEATO und SF unter-
einander (78% Ubereinstimmung), scheint die Ubertragung erst kiirzlich stattgefunden zu
haben (Hanger et al., 2000). GaLV und KoRV verwenden beide den Phosphat-Symporter
PiT1, um menschliche Zellen zu infizieren. Wie von Oliveira et al. 2006 nachgewiesen,
kommt es zu einer Rezeptorinterferenz, wobei das eine Virus die Expression desjenigen Re-
zeptors herunterreguliert, der auch dem konkurrierenden Virus den Eintritt in die Zielzelle

ermaglicht.

KoRYV ist in der Lage humane 293 Zellen und T-Lymphozyten (C8166 und CEM) sowie Rat-
tenfibroblasten (rat 1) in vitro zu infizieren, wohingegen Mausfibroblasten (NIH 3T3) bisher
als einzige nicht infizierbar waren. Wistar-Ratten konnten zudem in vivo mit KoRV infiziert
werden, wodurch ein mdglicher Ubertragungsweg auf Koalas aufgezeigt wurde (Fiebig et al.,
2006).

1.4 Zielstellung der Arbeit

KoRV konnte in vivo auf Wistar—Ratten tbertragen werden und 16st dort eine humorale Im-
munantwort aus (Fiebig et al., 2006). Wistar—Ratten waren deshalb ein kostenginstiges
KoRV-Kleintiermodell zur breiten Erprobung von Impfstoffansatzen sowie zur Untersuchung
der Immunmodulation nach einer retroviralen Infektion. Transmembrane Hullproteine von
Retroviren sind einander auf Grund ihrer gemeinsamen Funktion strukturell sehr &hnlich und
hoch konserviert. Im Hinblick auf die HIV-Pandemie und die dringend notwendigen Vakzinen
kénnten Immunisierungsstudien mit gammaretroviralen TM-Proteinen wichtige Hinweise auf
die Wirksamkeit eines Impfstoffes basierend auf der Induktion breit neutralisierender Antikor-
per geben. Eine wichtige Zielsetzung der Arbeit war daher die Herstellung verschiedener re-
kombinanter, N-terminal verlangerter KoRV-p15E-Konstrukte und die Charakterisierung der
immunogenen Eigenschaften im Rattenmodell. Da sich in der Vergangenheit gezeigt hatte,
dass KoRV ohne direkten Kontakt von Ratte zu Ratte Gbertragen werden kann, war ein wei-
teres Ziel die Untersuchung der Transmissionsmechanismen (z.B. Uber Kot, Urin und Spei-
chel). Auf Grund des bis dahin inkonstanten bzw. unzureichenden (Pro)Virusnachweises war

es notig, bestehende Nachweismethoden zu charakterisieren und zu optimieren (TagMan-
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PCR und Western Blot) sowie neue zu etablieren (Capture-ELISA). Weiterhin sollten Wirts-

spektrumanalysen in vitro durchgeftihrt werden (u.a. Infektion von Primatenzellen).
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2. Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Chemikalien

Acrylamid-Lésung Rotiphorese® Gel 30
Aceton

Agarose

Agar agar

Ampicillin (Natriumsalz)

APS (10%)

5-Aza-2’-desoxycytidin (297.0%)
BamHI (20000 U/ml)
3-Mercaptoethanol

BigDye® -Mastermix

BSA (10 x)

Bradford- Reagenz

CaCl, —Dihydrat
Calmodulin-Sepharose
CNBr-aktivierte Sepharose

Coomassie® Brillant Blue

DAB (3,3’-Diaminobenzidin-
Tetrahydrochlorid-Dihydrat)

DMSO (Dimethylsulfoxid)

dNTPs (10 mM)

DTT (Dithiothreitol)

ECL™ Western Blotting Detection Reagents

EcoRI (20000 U/ml)
EcoRlI-Puffer (10 x)

EDTA

EGTA

Essigsaure

EtBr (Ethidiumbromid)

FKS (fotales Kéalberserum, 10 %)
Freund’'s Complete Adjuvant
Gel-Dry™ Drying Solution

Glycin

Glyzerol

HCI (25%)

HEPES-Puffer (1 M)

Imidazol

IPTG

Isofluran

Isopropanol

KCI

L-Glutamin (200 mM, Low Endotoxin)
Lysozym (14 kDa)

Methanol

Mg-Acetat-Tetrahydrat
MgCl,-Hexahydrat
MnCl,-Tetrahydrat

MOPS (3-(n-Morpholino)-Propansulfonséaure)
Na-Acetat-Trihydrat

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Sigma Genosys, Steinheim, Deutschland
Fluka BioChemika, Seelzen, Deutschland
NEB BiolLabs, F.a.M., Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Applied Biosystems, Darmstadt, Deutsch-
land

NEB BiolLabs, F.a.M., Deutschland
BioRad, Miinchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Stratagene, Cedar Creek, USA
Amersham Biosciences, Uppsala,
Schweden

Serva, Heidelberg, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland
Sigma, St. Louis, USA

Amersham / GE HealthcareUK Ltd., Little
Chalfont, UK

NEB BiolLabs, F.a.M., Deutschland
NEB BiolLabs, F.a.M., Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
PAA, Pasching, Deutschland

Pierce, Rockford, USA

Invitrogen, Carlsbad, USA
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Biochrom AG, Berlin, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Essex Tierarznei, Miinchen, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
Biochrom AG, Berlin, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma, St. Louis, USA

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
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NacCl

NaHC03

Ndel (20000 U/ml)

(O’'GeneRuler DNA Ladder Mix, 0.1 pg/ul)

OPD (o-Phenylendiamin-Dihydrochlorid, 30 mg)

PageRuler Prestained Protein Ladder
PCR-Puffer (10 x)

Penicillin / Streptomycin (10000U / 10000 pg/ul)
PHA (Phytohamagglutinin, Stockldsung: 9 mg/ml)

Polybren ((Poly(1,5-dimethyl-
1,5-diazaundecamethylen)bromid), 1 pg/ul)
Proteinase K (20 mg/ml)

Pstl (20000 U/ml)

Puffer 2 (10 X)

Puffer 3 (10 x)

RbCl

SDS (20%)

T4 DNA-Ligase (5 Weiss U/pl)
T4-Ligasepuffer (10 x)

Tag-Polymerase (AmpliTaq Gold™, 5 U/pl)

TEMED (N,N,N',N'-Tetramethylethylenediamine)

Tricin

Tris

Tris-HCI
Trypanblau (0.4%)
Tween 20
Wasserstoffperoxid

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Blotting-Filterpapier
CL-XPosure™ Clear Blue X-Ray Film
Cryoréhrchen

DryEase™ Mini Cellophane
Filtereinheit 0.45 um bzw. 0.2 um

Immobilon™ Transfer Membranen,
0.45 um Porengrofl3e

Impfdsen

Kanulen

K3E & NH BD Vacutainer
Leucosep®-Rdéhrchen

Omnifix™ 50 ml Spritze (auch 10 ml- und 20 ml)

PepSpot™ Membran
Petrischalen

Polyallomer Centrifuge Tube 14 x 89 mm
(UZ-Ro6hrchen)
PP-Rohrchen fur Bakterien-Flissigkulturen

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

NEB BioLabs, F.a.M., Deutschland
Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland
Sigma, St. Louis, USA

Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland
Roche, Mannheim, Deutschland
Biochrom AG, Berlin, Deutschland
Murex Biotech Ltd., Dartford, England

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
NEB Biolabs, F.a.M., Deutschland
NEB BiolLabs, F.a.M., Deutschland
NEB BiolLabs, F.a.M., Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland
Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland
Roche, Mannheim, Deutschland

UBS Amersham, Cleveland, USA
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

peQLab, Erlangen, Deutschland
Pierce, Rockford, USA

Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Deutschland

Invitrogen, Carlsbad, USA

Schleicher & Schuell, Dassel, Deutsch-
land

Millipore, Eschborn, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Braun-Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland; Henke-Sass Wolf
GmbH, Tuttlingen, Deutschland
Belliver Industrial Est., Plymouth, England
Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Deutschland

Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

jpt Peptide Technologies GmbH, Berlin
Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Deutschland

Beckman Instruments Inc., Palo Alto,
USA

Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Deutschland
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Safety-Lok™ Blood Collection Set

Spectra/Pore® Celluloseester Membran,
MWCO: 8000

Vivaspin 20 tubes 10,000 MWCO
96-well-Platten (Zellkultur)
96-well-Platten (ELISA), Microlon

96 well Platte (Bradford)
6-well- und 24-well-Platten (Zellkultur)

15 + 50 ml Zentrifugenrohrchen
Zellschaber

2.1.3 Gerate

accu-jet® (Pipettierhilfe)

Avanti Centrifuge J-20 XP, Rotor JA 25.50,
BioPhotometer

Brutschrank (Bakterien):

Brutschrank (Zellkultur):

Centrifuge 5415 D
Centrifuge 5804 R
Concentrator 530
Duomax 1030 (Schattler)

ELISA Reader Spectra Classic
Entwicklermaschine Curix 60
GelDoc 2000

Heraeus Megafuge 1.0 R

Hybridisierungsdfen

LKB Pump P-1 (peristaltisch)
Magnetruhrer IKA-combimag RCO
Mastercycler epgradient S
Mikroskop: 1D 03

Mikrowelle
Mini-Protean Il Multiscreen Apparatus

Mini Protean Il BioRad (Gelkammer)
Multikanalpipetten

Mx4000® Multiplex Quantitative PCR System

NanoDrop® Spectrophotometer ND-1000
pH Meter MP 220

Pipetten

Power Pac 3000

REAX top (Vortexer)

Schittelinkubator Innova 4330

Schiuttelwasserbad

Becton Dickinson Vacutainer Systems,
Heidelberg, Deutschland
Spectrum, Los Angeles, USA

Vivascience AG, Hannover, Deutschland
Nunc A/S Roskilde, Ddnemark

Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Deutschland

Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA
TPP® (Techno Plastic Products AG) Tra-
sadingen, Schweiz

TPP, Trasadingen, Schweiz

TPP, Trasadingen, Schweiz

Brand GmbH + Co. KG, Wertheim,
Deutschland

Beckman Coulter Krefeld, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Heraeus, Hanau, Deutschland

Sanyo Electric Biomedical Co., Ltd.,
Osaka, Japan

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Heidolph Instruments, Schwabach,
Deutschland

Tecan, Crailsheim, Deutschland

Agfa, Koéln, Deutschland

Bio-Rad, Hercules, USA

Kendro Laboratory Products GmbH, Lan-
genselbold, Deutschland

Heraeus, Hanau;

Binder, Tuttlingen, Deutschland
Amersham Biosciences, Piscataway, USA
IKA Labortechnik, Staufen, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Géttin-
gen, Deutschland

Microchef FM B930 1100 W, Moulinex,
Deutschland

Bio-Rad, Hercules, USA

Bio-Rad, Hercules, USA

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Stratagene, Amsterdam, Niederlande
peQLab, Erlangen, Deutschland

Mettler Toledo, Giessen, Deutschland
Gilson, Inc. Middleton, USA

Bio-Rad, Hercules, USA

Heidolph Instruments, Schwabach,
Deutschland

New Brunswick Scientific, Nurtingen,
Deutschland

Memmert GmbH + Co. KG, Schwabach,
Deutschland
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Sonifier® S-250A

Sterilbank

Thermomixer 5436

Trans-Blot SD®, Semi-Dry Transfer Cell
Ultrazentrifuge L8-70, Rotor SW41
JLA-16.250

2.1.4 Kommerzielle Kits

DNeasy Blood & Tissue Kit

High Pure Viral RNA Kit

Invisorb Spin DNA Extraction Kit (250)
JETquick PCR Purification Spin Kit / 250
JETstar Plasmid MAXI Kit 20

QIAprep Spin Miniprep Kit

QIA quick PCR Purification Kit
RevertAid™ H Minus First Strand cDNA
Synthesis Kit

2.1.5 Zellen
2.1.5.1 Eukaryotische Zellen

Branson, Dietzenbach, Deutschand
The Baker Company, Sanford, USA
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Bio-Rad, Hercules, USA

Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland

Roche, Mannheim, Deutschland
Invitek, Berlin, Deutschland
Genomed, Lohne, Deutschland
Genomed, L6hne, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland
Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland

Tab. 2.1: Ubersicht tiber verwendete eukaryotische Zellen

Bezeichnung | Zelltyp Medium
CHO Zelllinie aus Ovarien Chinesischer Hamster D-MEM
C6/36 Zelllinie aus Aedes albopictus-Larven L15

EB176 naive lymphoide Schimpansenzelllinie RPMI 1640
EB176/5° PERV-infizierte lymphoide Schimpansenzelllinie | RPMI 1640
HEK 293T humane embryonale Nierenzelllinie D-MEM
LLCMK2 Rhesusaffen-Nierenzelllinie D-MEM
Mv1Lu MINK | Nerz-Lungenepithelzelllinie D-MEM
NIH 3T6 Maus-Embryofibroblasten D-MEM
PG4 feline Astrozyten D-MEM
PK15 porcine Nierenzelllinie D-MEM
Schneider2 Drosophila-Epithelzelllinie SF900/11
7341 Pavian-PBMCs RPMI 1640

2.1.5.2 Bakterien

E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RP
E. coli OneShot® TOP10

2.1.6 Nahrmedien

D-MEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)
Leibovitz's L15-Medium

RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute)
Separationsmedium LSM 1077 Lymphocyte

Separation Medium

SF900 II-Medium (Insektenzellmedium)

land

Stratagene, La Jolla, USA
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
PAA, Pasching, Deutschland

GIBCO® / Invitrogen, Karlsruhe, Deutsch-

D-MEM und RPMI 1640 wurden jeweils mit 10% (v/v) FKS, 1% (v/v) Penicillin / Streptomycin,

1% (v/v) HEPES Buffer sowie 2% (v/v) L- Glutamin versetzt. In das Insektenzellmedium L15
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wurden 5% (v/v) FKS, 1% (v/v) L-Glutamin, 1% (v/v) HEPES und 1% (v/v) Penicillin / Strep-
tomycin gegeben, das SF900 II-Medium wurde dagegen ausschliellich um 1% (v/v) Penicil-
lin / Streptomycin erganzt.

Bakterien wurden meist als Schittelkultur in Luria-Bertani-Medium (LB-Medium) Kkultiviert,
welches sich aus 1% (w/v) Trypton, 0.5% (w/v) Hefeextrakt sowie 1% (w/v) NaCl zusammen-
setzte. Um eine Kultivierung auf Festmediumplatten zu gewahrleisten, wurden dem LB-
Medium 0.75% (w/v) Agar-Agar beigemengt. Zur Selektion plasmidtragender Transforman-

den wurde Ampicillin in einer Konzentration von 100 ug / ml eingesetzt.

2.1.7 Puffer und Lésungen

Herstellung chemokompetenter Bakterien (s. 2.2.2.3):

TFB1-Puffer:100 mM RbCl, 50 mM MnCl,, 30 mM Kaliumacetat, 10 mM CacCl,, 15% (v/v)
Glycerol, pH 5.8, sterilfiltriert

TFB2-Puffer: 10 mM MOPS, 10 mM RbCI, 75 mM CacCl,, 15 % (v/v) Glycerol, eingestellt auf
pH 6.8 mit KOH, sterilfiltriert

Gelelektrophorese (s. 2.2.3.1):
10 x DNA-Ladepuffer: 50 % (v/v) Glycerol, 1 Spatelspitze Orange G, 2% (v/v) 1 x TAE
50 x TAE-Puffer: 2 M Tris, 1 M Acetat, 50 mM EDTA

Aufreinigung rekombinanter Proteine (s. 2.2.6.1):

Calmodulin (CaCl,)-Bindungspuffer: 150 mM NaCl, 50 mM Tris, 10 mM R-Mercapto-
ethanol, 2 mM CaCl,-Dihydrat, 1 mM Mg-Acetat-Tetrahydrat, 1 mM Imidazol, pH 8.0
Elutionspuffer: 50 mM Tris, 10 mM [3-Mercaptoethanol, 2 mM EDTA, 150 mM NaCl, 10 uM
PMSF (1 mM Stammldsung), pH 8.0

Regenerationspuffer 1: 100 mM NaHCOs3;, 2 mM EGTA, pH 8.6

Regenerationspuffer 2: 1 M NaCl, 2 mM CacCl,

Regenerationspuffer 3: 100 mM Na-Acetat-Trihydrat, 2 mM CaCl,, pH 4.4, eingestellt mit
Essigsaure

SDS-PAGE (s. 2.2.6.3):

Gelpuffer: 3 M Tris, 0.3% (w/v) SDS, pH 8.4

Anodenpuffer: 0.2 M Tris, pH 8.9

Kathodenpuffer: 0.1 M Tris, 0.1 M Tricin, 0.1% (w/v) SDS

2 x Probenpuffer: 50 mM Tris-HCI (pH 6.8), 12 % (v/v) Glycerin , 4% (w/v) SDS, 5 % (v/v) 13-
Mercaptoethanol, eine Spatelspitze Coomassie Brillant Blue

Farbelbsung: 50 % (v/v) Methanol, 10 % (v/v) Essigsaure, 0,2 % (w/v) Coomassie Brilliant
Blue G-250

Entfarbelésung: 20 % (v/v) Methanol, 10 % (v/v) Essigsaure

Western Blot (s. 2.2.7.2):

Transferpuffer: 48 mM Tris, 39 mM Glycin, 20 % (v/v) Methanol, 3.75 g/l SDS
Blockierungspuffer: 5 % (w/v) Milchpulver in PBS + 0.05% (v/v) Tween 20
Waschpuffer : PBS + 0.05% (v/v) Tween 20

Substratldsung: 0.025 M Tris-HCI + eine Spatelspitze DAB, 100 pl H,O,
Stripping Buffer: 62.5 mM Tris pH 6.7, 100 mM RB-Mercaptoethanol, 2% SDS

Epitopkartierung (s. 2.2.7.4):

Blockierungspuffer: 10% FKS, 3% Milchpulver, 0.3% BSA in T-TBS
TBS: 50 mM Tris, 137 mM NacCl, 2.7 mM KCI, pH 8.0

T-TBS: TBS + 0.1% (v/v) Tween 20
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Regenerationspuffer: s. Stripping Buffer

ELISA (s. 2.2.7.5):

Blockierungspuffer: 3% (w/v) Magermilchpulver, 10% FKS (v/v) in PBS + 0.05% (v/v)
Tween

Substratldsung: 1mg/ml o-Phenylendiamin-Dihydrochlorid in PBS pH 6.0, 100 pl Was-
serstoffperoxid

Abbruchreagenz: 2.5 M H,SO,

Capture ELISA (s. 2.2.7.6)
Lysereagenz: 2% Tween 20

andere:

Lysepuffer (1): 10% (v/v) 10 x PCR-Puffer, 1% (v/v) Proteinase K

Lysepuffer (2) = RIPA-Puffer: 150 mM NaCl, 10 mM Tris (pH 7.2), 0.1% (w/v) SDS, 1%
(v/v) Triton X-100, 1% (w/v) Deoxycholat, 5 mM EDTA, 1 mM Phenylsulfonylfluorid, 10 mM p-
Nitrophenylphosphat, 10 mM Benamidin, 2 pg/ml Leupeptin, 100 uM Natriumorthovanadat
PBS ,ohne” pH 7.2 137 mM NacCl, 8.8 mM Na,PQ,, 2.7 mM KCI, 0.7 mM KH,PO,
Prazipitations-Reagenz (Methanol / Aceton-Fallung): 1:1 Methanol : Aceton (+ 1 mM HCI)
10 x Hybridisierungspuffer: 200 mM Tris-HCI pH 7.4, 20 mM MgCl,, 10 mM DTT

10 x PCR-Puffer: 100 mM Tris-HCI pH 8.3, 500 mM KCI, 15 mM MgCl,-Hexahydrat

2.1.8 Antikorper

Monoklonale Maus-Anti-3-Actin- Sigma -Aldrich, Steinheim, Deutschland
Immunglobuline (A5316, Klon AC-74)

Monoklonale Maus-Anti-c-Myc Sigma -Aldrich, Steinheim, Deutschland
Immunglobuline (9E10, M5546)

Polyklonale Kaninchen- Anti- Dako Cytomation, Glostrup, Déanemark
Ziegen-Immunoglobuline (HRP)

Polyklonale Ziegen-Anti- Dako Cytomation, Glostrup, Ddnemark
Maus-Immunglobuline (HRP)

Polyklonale Kaninchen-Anti- Dako Cytomation, Glostrup, Déanemark
Ratte-Immunglobuline (HRP)

Monoklonale Maus-Anti-FelLV p27Gag- Biodesign International®, Saco, USA
Immunglobuline

Monoklonale Ziegen-anti-FeLV p27Gag- AbD Serotec, Dusseldorf, Deutschland

Immunglobuline

2.1.9 Primer und Sonden
Die fur diese Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma Sigma-Genosys
(Steinheim, Deutschland) hergestellt und HPLC-gereinigt. Die Sequenzen der verwendeten

Primer und Sonden sind im Folgenden aufgefiihrt:

Tab. 2.2: Ubersicht (iber verwendete Primer und Sonden

Bezeichnung Sequenz (5’-3")

C2 TGAATTCCAAAATAAGCTTACCCTTACT

F3 for (PERV) TGAATTCTGGCAACAGCGGGTACAAAAA

F3 rev (PERV) TATGTCGACCGGGGTTAGGAGATGGCCTCTG
GAPDH (for) GGCGATGCTGGCGCTGAGTAC

GAPDH (rev) TGGTCCACACCCATGACGA

KF5 TGAATTCGGAAAAGGGAAGCTCACCCTC
Ko-5-fw (p5) CTAATAAAAGGGCCCATAGA
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Ko-6-rev (p6)

GTTGAACCATCCCTCGTACC

KoRV-23rev

TACTTCAGACAGGGAGGTTAAG

KoRV p27Gag Frag1l for

TGGATCCGGCTTAGTCCCCTTGCAATAT

~ heu

AGGATCCAAATCTAATCATCCTTCTTTT

KoRV p27Gag Fragl rev

TGAATTCTCAAGCCGTGTTGTGATCCCACT

KoRV p27Gag Frag2 for

TGGATCCGAAGGTAGGGAGCGTCTCCT

~ heu

AGGATCCAAAGGGGGAGGAAGGCGCCCCACC

KoRV p27Gag Frag2 rev

TGAATTCTCAATGATATACCTTCTCTGCCT

KoRV T for (p13), Tarlinton et al.

TTGGAGGAGGAATACCGATTACAC

KoRV T rev (p14), Tarlinton et al.

GCCAGTCCCATACCTGCCTT

Kp15E-N+6 new, p 19

TAGGATCCGGTACCGGCTCGACCGCCCTA

Kp15E-N+12 new, p 20

TAGGATCCGGGGTCGCAGCAGGTATAGGT

Kp15E-N+18 new, p 21

CGGGATCCGCTGTCCTTCTCGGATTAGGG

Kpl5E-N+25, p 22

CGGGATCCGAGCCTGTCTCACTCACCCTG

Kpl5E C+4, p18

TTGAATTCTCACCAGGGGGAACGGTTGAACCAA

p3

GCGGATCCATGCTTCTCATCTCAAACCCGCGC

p9

AAGGATCCGAATTCACCGAGCCTGGCAAACGGTTC

PERV Gag for

GCGACCCACGCAGTTGCATA

PERV Gag rev

CAGTTCCTTGCCCAGTGTGTCCT

PK1 (for, PERV)

TTGACTTGGGAGTGGGACGGGTAAC

PK6 (rev, PERV)

GAGGGTCACCTGAGGGTGTTGGAT

rat_gapdh_fw

GGTGATGCTGGTGCTGAGTAT

rat_gapdh_rev TGGTTCACACCCATCACAA
RalLV-P1-p15EctoFor GGAGGAATCACCTTAGGAG
RalLV-P2-p15EctoRev CCTTGTTGGGAATCAAACAGC
T7 prom TAATACGACTCACTATAGGG
T7 term TTATAGCAAAATCCTTTC

GAPDH-Sonde

HEX-CTTCACCACCATGGAGAAGGCTGGG- BHO1

KoRV-Sonde (Fiebig et al.)

Fam-CCATGGATACAGACCTTAGGGCCC-BHQ1

KoRV-Sonde (Tarlinton et al.)

Fam-TCGACCCGTCATGGC-BHQ1

2.1.10 Vektoren

Mde: |

stant |

The pCAL-n Vector

pCAL-n Multiple Clening Site Region
sequence shown (86-232)

|
CAL_ATG AAG CGA CGA TGG AAA AAG AAT TTC ATA GCC GTC TCA GCA GCC AAC CGC TTT AAG AAA
K R R W

gene 10 RBS; rCBP
PT7/lacOy, || fMCS

: 717
lacl g ‘&A\

AR . i
\ '-\[Omplmlhn

pCAL-n Y L

5.8 kb 7{

7

< /(pBR(i?‘Z ori

K KN F I A VS A A NUR F K K

calmodulin-binding pepfide

r
... ATG TCA TCC TCC GGG GCA CTT CTG GTT CCG CGT GGA TCC CCG GGA ATT CTA GAC...
1 S 5 S G A LV PR G5 PG 1 L D

thrombin cloavag® by | s Ecaft|

6l

Neo Thol Sacl Find Il
...TCC ATG GGT CGA CTC GAG CTC AAG CTT AGA
5 M G R L EL K L R

Thrombin targel
1]

Abb. 2.1: Schematische Darstellung des Expressionsvektors pCal-n und der integrierten
Multiple Cloning Site (MCS) (www.stratgene.com)
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Die Isopropylthiogalactosid (IPTG) -induzierte Expression rekombinanter Proteine sollte mit
Hilfe des Vektors pCal-n der Firma Stratagene verwirklicht werden. Zwischen dem Leserah-
men fir das Calmodulin-Bindeprotein (CBP) und dem T7-Terminator ist eine Multiple Cloning
Site (MCS) enthalten, die das Einbringen fremder offener Leserahmen (open reading frames,
ORF) ermoglicht. Ausgehend vom T7-Promotor, der den durch IPTG induzierbaren Lac-
Operator enthélt, findet die Expression eines Fusionspeptides statt, das spater mittels Affini-
tatschromatographie aus dem Gemisch der E. coli- Proteine isoliert werden kann. Das CBP
kann im Anschluss durch proteolytischen Verdau mit Thrombin vom Zielprotein abgespalten
werden. Der Vektor ist zudem mit einem Markergen versehen, das eine Ampicillinresistenz

(AmpF) kodiert und so die positive Selektion von Transformanden erméglicht.

2.2 Methoden
2.2.2 Mikrobiologische Methoden

2.2.2.1 Kultivierung und Aufbewahrung von Bakterien
Bakterien-Flussigkulturen wurden unter ausreichender Bellftung und Schiitteln (220 rpm)

sowie bei 37°C in LB-Vollmedium angezogen. Bestand eine plasmidvermittelte Ampicillin-
Resistenz, wurde das Medium mit Ampicillin in einer Endkonzentration von 100 ug/ul ver-
setzt. Die Anzucht von (Vor-)Kulturen mit Volumina unter 5 ml erfolgte in PP-Réhrchen, Kul-
turvolumina von 20 ml bis 500 ml wurden in Erlenmeyerkolben inkubiert. Beimpft wurden die
Medien durch Ubertragung von Einzelkolonien von N&hrbodenplatten mittels sterilen Pipet-
tenspitzen oder durch Entnahme von 50 ul aus Glyzerinkulturen. Da solche Flussigkulturen
fur die langfristige Aufbewahrung nicht geeignet sind, wurden 450 ul derselben mit jeweils
900 pl Glyzerin versetzt und dieses Gemisch bis zur weiteren Verwendung bei —20°C gela-
gert. AuBerdem wurden Bakterien, die haufiger benétigt wurden, auf LB-Agar-Platten ausge-
strichen. Dafir wurden 50-100 pl der Bakteriensuspension mit einem sterilen Glasspatel auf

dem festen Medium verteilt.

2.2.2.2 Bestimmung der Zelldichte
Die Zelldichte in Bakterien-Fliussigkulturen wurde photometrisch bestimmt. Mit Hilfe des

Lambert-Beer’'schen Gesetzes (E = €*c*d mit E = Extinktion, € = molarer Extinktionskeffizient,
¢ = Konzentration und d = Schichtdicke der Kivette = 1 cm) konnte die bei einer Wellenlange
von 600 nm gemessene Extinktion in die Zellkonzentration umgerechnet werden. Die Extink-
tion des reinen Mediums wurde vor jeder Messung bestimmt und anschlieiend vom Mess-

wert abgezogen.
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2.2.2.3 Herstellung chemokompetenter Bakterien
Das Prinzip aller Transformationen ist eine kurzzeitige induzierte Durchlassigkeit der bakteri-

ellen Zellwande fir freie Plasmid-DNA. Diese Permeabilitéat kann durch Stromfluss, chemi-
sche Substanzen (z.B. Ca**-lonen) oder Hitzeschock verursacht werden. Da E. coli keine na-
turliche Transformationskompetenz besitzt, wurde die nachstehende Methode angewandt,
um die Ausbildung der Fahigkeit zur Aufnahme fremder zirkularer DNA zu bewirken. Den
Angaben des Rubidiumchloridprotokolls von Qiagen folgend wurde am Vorabend zunachst
eine Vorkultur des Bakterienstammes E. coli OneShot ® TOP10 in 3 ml LB-Medium ohne An-
tibiotika angesetzt. Die gesamte Vorkultur wurde am Folgetag in 250 ml vorgewarmtes LB-
Medium gegeben und das Wachstum bis zur ODgy von 0.5 abgewartet. Die Kultur wurde
anschlieRend auf Eis abgekihlt, fiinf Minuten lang bei 4000 x g zentrifugiert und der Uber-
stand verworfen. Das Pellet dagegen wurde in 75 ml 4°C kaltem TFB1-Puffer aufgenommen
und fur 90 min auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden durch erneute Zentrifugation bei 4000 x g
geerntet, in 10 ml eiskaltem TFB2-Puffer resuspendiert, a 100 ul aliquotiert, in flissigen

Stickstoff Uberfuhrt und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.

2.2.2.4 Transformation chemokompetenter Bakterien
Handelte es sich bei der zu applizierenden DNA um eine Ligation (s. 2.2.3.10), so wurde der

gesamte Ansatz (meist 20 ul) zu einem auftauenden Aliquot thermokompetenter Bakterien
gegeben, handelte es sich hingegen um aus Bakterien isolierte Plasmid-DNA (s. 2.2.3.7),
wurden nur 1-2 ul derselben addiert. Die Suspension wurde 20 min lang auf Eis inkubiert, um
die vollstdndige Verteilung der DNA zu gewdhrleisten. Es folgte ein Hitzeschock bei 42°C fir
90 sec und eine Phase von 90 sec bei 0°C, die dem Wiederverschluss der Zellwande diente.
Zur Suspension wurden anschlie3end 500 pl vorgewarmtes LB-Medium (ohne Antibiotika)
pipettiert und der Ansatz eine Stunde bei 37°C inkubiert. Diese Zeit hatte neben der Erho-
lung der Bakterien auch die Etablierung der spéter nétigen Antibiotikaresistenz zum Zweck.
Danach erfolgte eine Zentrifugation fir 1 min bei 800 x g, woraufhin 500 pl des Uberstandes
abgenommen und 50-100 pl Bakteriensuspension auf LBamy-Platten ausgestrichen wurden.
Die Platten wurden daraufhin tGber Nacht bei 37°C inkubiert und positive Transformanten
durch Kolonie-PCR (s. 2.2.3.4) oder durch Restriktionsverdau der Plasmid-DNA (s. 2.2.3.9)

identifiziert.

2.2.2.5 Expression rekombinanter Proteine
Die Expression rekombinanter Proteine erfolgte im E. coli- Stamm BL21-CodonPlus (DE3).

Dazu wurden 500 ml LBamp-Medium mit einem Milliliter einer Vorkultur des transformierten
Bakterienklons angeimpft, die Hauptkultur daraufhin bei 37°C und 220 rpm schittelnd inku-
biert und die ODgq stetig bis zu einem Wert von 0.5 kontrolliert. Nach Erreichen dieses Wer-

tes wurde eine Vorinduktionskontrolle abgenommen und die Probe bis zur SDS-PAGE (s.
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2.2.6.3) bei —20°C eingefroren. Es folgte die Induktion der Expression durch Zugabe von 1
mM IPTG (Endkonzentration) und die Inkubation fur weitere drei Stunden. Wie unter 2.1.10
beschrieben steht das Gen des Zielproteins durch Einbringen in die MCS des pCal-n-Vektors
unter der Kontrolle des Lac-Operators. IPTG, ein nichtmetabolisierbarer Induktor, bindet an
den Lac-Repressor, der durch das lacl® Gen codiert wird und durch die IPTG-Bindung seine
Konformation verandert. Der Repressor verlasst den Lac-Operator und gibt so die Transkrip-
tion frei.

Nach Ablauf der Inkubationszeit erfolgten die Entnahme einer weiteren Kontrollprobe fur die
SDS-PAGE sowie die Zentrifugation der Zellen fur 15 min bei 4°C und 4000 x g. Das Bakte-
rienpellet wurde in Abhéangigkeit vom weiteren Vorgehen bei —20°C eingefroren oder in 20 ml
kaltem CaCl,-Bindungspuffer aufgenommen und sonifiziert. Die Zellen wurden auf Eis aufge-
schlossen, um eine Erwarmung zu vermeiden. Die Zelltrimmer wurden daraufhin fir 20 min
bei 22500 x g pelletiert, der Uberstand wurde fir die spatere Aufreinigung (s. 2.2.6.1) in ein
50 ml Zentrifugenrohrchen uberfiihrt. Sowohl vom Pellet als auch vom Uberstand wurden
Proben fur eine SDS-PAGE abgenommen, um die Loslichkeit der Gberexprimierten Proteine

zu dokumentieren.

2.2.3 Molekularbiologische Methoden

2.2.3.1 Agarose-Gelelektrophorese
Diese Methode dient der Auftrennung von Nukleinsdure-Fragmenten nach deren Molekular-

gewicht. Es wird ausgenutzt, dass DNA-Molekiile in einem elektrischen Feld aufgrund der
negativ geladenen Phosphatgruppen im DNA-Ruckgrat zur Anode wandern. Die Wande-
rungsgeschwindigkeit der Molekile in der Gelmatrix hangt dabei von verschiedenen Fakto-
ren wie MolekulgréfRe, Molekilkonformation, Agarosekonzentration und angelegter Gleich-
spannung ab. In der vorliegenden Arbeit erfolgte eine solche Elektrophorese in 1% igen Aga-
rosegelen. Die Agarose wurde zu diesem Zweck in 1 x TAE-Puffer aufgekocht und in Gel-
kammern gegossen. Die aufzutragenden Proben wurden mit einem Zehntel Volumen 10 x
Probenpuffer vermischt und die Geltaschen beladen. Je nach GelgroRe wurde eine Span-
nung von 90 - 115 V angelegt. Die Gele wurden anschliel3end fir 20 Minuten in einem Ethi-
diumbromidbad (5 mg/ml) belassen, die gefarbten DNA-Banden mit Hilfe von UV-Licht (A =
312 nm) im Transilluminator sichtbar gemacht und fotografiert. Um Aussagen lber Frag-
mentgréfRen treffen zu kénnen, wurden immer 9 pl eines DNA-Standards (O’GeneRuler) mit-

gefuhrt.

2.2.3.2 Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR)
Die Polymerase-Kettenreaktion bietet die Moglichkeit der selektiven in vitro- Amplifikation ei-

nes DNA-Abschnittes. Es handelt sich dabei um eine zyklische Reaktion, die das Aufschmel-
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zen der komplementaren DNA-Strange (Denaturierung), die Anlagerung kurzer Oligonukleo-
tide (primer annealing) und die Neustrangsynthese / Kettenverlangerung (Elongation) um-
fasst. Wahrend der Elongation verlangert die aus T. aquaticus gewonnene Taqg-Polymerase
die Primer am 3' OH-Ende durch kovalentes Anflgen von Desoxynukleosidtriphosphaten
(dNTPs) unter Abspaltung von Pyrophosphat. Die Menge der Ziel-DNA wird in jedem Zyklus
verdoppelt und die neusynthetisierte DNA dient im ndchsten Zyklus als Matrize (template),
so dass es zu einer exponentiellen Amplifikation des DNA-Fragmentes kommt. In die nach-
folgend als Standard-PCR bezeichnete Reaktion wurden aufgereinigte Plasmide und DNA-

Fragmente oder Zelllysate eingesetzt. Das Reaktionsgemisch setzte sich wie folgt zusam-

men:
template X Ml X Ml
10 x PCR-Puffer 2.5 ul 2.0 ul
MgCl, (25 mM) 0.7 pl 0.7 pl
dNTPs (10 mM) 1.0u 1.0u
forward-Primer (10 pmol/ul) 0.5 ul 0.5 ul
reverse-Primer (10 pmol/ul) 0.5 ul 0.5 ul
Tag- Polymerase (5U/ul) 0.25 yl 0.25 ul
ddH,0 y ul y ul

a2spl a 20 pl

Soweit nicht anders vermerkt, erfolgte zu Beginn der Reaktion jeweils die Aktivierung der
Tag-Polymerase fur 7 min bei 95°C und zum Abschluss der Reaktion die finale Extension fir
5 min bei 72°C. Die Annealing-Temperaturen wurden entsprechend der Primersequenzen
gewahlt, lagen jedoch immer zwischen 45°C und 55°C. Die Elongationszeit lag je nach
Fragmentldnge zwischen 20 und 90 Sekunden, wobei eine mittlere Syntheserate der Tag-
Polymerase von 40 Basen pro Sekunde angenommen wurde. Ein PCR-Zyklus wurde 25 bis
40 Mal wiederholt. Bis zur weiteren Verwendung (Gelektrophorese, Gelextraktion oder PCR-

Purification) wurden die Proben bei 4°C gelagert.

2.2.3.3 Real-time guantitative PCR
Die quantitative Echtzeit-PCR stellt eine Weiterentwicklung Polymerase-Kettenreaktion dar.

Die Grundlage wurde 1992 durch Higuchi et al. geschaffen. Sowohl spezifische als auch
nicht-spezifische fluoreszierende Reporterfarbstoffe kbnnen zum Einsatz kommen, wobei die
Fluoreszenz proportional zur Produktmenge ansteigt und so die Reaktion verfolgt werden
kann. Die Quantifizierung der Amplifikate basiert bei allen Systemen auf der Berechnung des
Fluoreszenz-Schwellenwertes, dem sogenannten Threshold Cycle oder Cy-Wert. Der Ct-
Wert beschreibt denjenigen PCR-Zyklus, bei dem die Reporterfluoreszenz die Hintergrund-
fluoreszenz signifikant Ubersteigt. In der vorliegenden Arbeit wurden ausschlieRlich spezifi-

sche TagMan-Sonden verwendet, bei denen die Reporterfluoreszenzemission durch die Na-
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he zum Quencher unterdriickt wird (Livak et al. (1995)). Bei der Neustrangsynthese schnei-
det die Tag-Polymerase durch ihre 5-3'-Exonucleaseaktivitat die TagMan-Probe in kleine
Fragmente, wodurch die Reporterfluoreszenz freigesetzt wird. Das Prinzip der quantitativen

Echtzeit-PCR ist zusammenfassend auf der nachstehenden Abbildung (Abb. 2.2) dargestellt.

0 Probe - Tyare,.
1 ™l
T T i “sy
e | SR P LI TTNE
1. Specific annealing of the probe and PCR primer 3. Release of the probe
i L B 8 5 W
"‘!_\‘ -..”"“l“q., Taat 1l : ¢
| PRSP L PR T ||
2. Primer-extension and hydrolysis of the probe 4. Signal increases in proportion to the number of cycles

Abb. 2.2: Funktionsprinzip der TagMan- Sonden (www.appliedbiosystems.com)

Ein typischer Reaktionsansatz ist im Folgenden aufgefihrt:

template X Ml
10 x PCR-Puffer 2.2 ul
dNTP-Mix (10 mM) 0.63 ul
MgCl, (25 mM) 1.75 pl
Primer Virus for (10 pmol/pul) 0.5 pl
Primer Virus rev (10 pmol/ul) 0.5 ul
Sonde Virus (10 pmol/ul) 0.5 ul
Primer GAPDH for (10 pmol/ul) 0.5 pl
Primer GAPDH rev (10 pmol/ul) 0.5 ul
Sonde GAPDH (10 pmol/ul) 0.5 ul
Taqg- DNA-Polymerase (5 U/pl) 0.25 ul
ddH20 y ul

a 25 pl.

Die Messung der Reporterfluoreszenz erfolgte mit dem Mx4000® Multiplex Quantitative PCR
System, die Erfassung und Auswertung der Daten mit der dazugehoérigen Software. Alle
Werte wurden als Duplikate oder Triplikate gemessen, Mittelwerte und Standardabweichung
der Replikate wurden mit Microsoft Excel berechnet. Um die Zytotoxizitdt von Seren in
Neutralisationsassays (s. 2.2.5.5) auszuschlieBen und um Replikate untereinander verglei-
chen zu koénnen, wurde ein “house keeping”-Gen, die Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH), parallel zur Provirussequenz amplifiziert. In der Theorie wird die
Produktmenge einer PCR mit jedem Zyklus verdoppelt, was einer Vervielfaltigungseffizienz
von 100% entspricht. In der Praxis ist diese Effizienz bei jedem eingesetzten Primerpaar ver-
schieden und von Faktoren wie Sekundarstrukturbildung und Amplifikatlange abhangig. Im
Zuge der Ermittlung der Effizienz von Primerpaaren wurden mit Hilfe der C+-Werte definierter

Templateverdiinnungen Standardkurven generiert. Die Templatemenge wurde logarithmisch
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auf der Abszisse aufgetragen, der Ct-Wert auf der Ordinate und aus der Steigung (m) der
Geraden die Effizienz (E) nach folgender Formel berechnet:
E (%) = (10™™- 1)*100.

2.2.3.4 Kolonie-PCR
Die Kolonie-PCR wurde nach Transformationen zur Identifizierung positiver Bakterienklone

eingesetzt. Sie stellt eine schnelle und kostengtlinstige Nachweismethode flir eingebrachte
DNA-Fragmente dar, indem das Bakterienmaterial direkt, das heil3t ohne vorherige Plas-
midpraparation (s. Abschnitt 2.2.3.7), eingesetzt wird. Es kamen wahlweise die fiir den pCal-
n-Vektor spezifischen Primer T7-prom (Promotor) und T7 term (Terminator), die sequenz-
spezifischen Primer oder T7-prom und reverser Klonierungsprimer zum Einsatz. Die ge-
wlnschte Bakterienkolonie wurde mit einer sterilen Pipettenspitze von einer Platte gepickt,
auf eine leere Platte Gberimpft und anschlieRend im vorbereiteten PCR-Reaktionsansatz re-

suspendiert. Letzterer setzte sich wie folgt zusammen:

10 x PCR-Puffer 2.0ul
MgCl, (25 mM) 0.7 ul
dNTPs (10 mM) 1.0 pl
forward-Primer (10 pmol/ul) 0.5 ul
reverse-Primer (10 pmol/ul) 0.5 pl
Taqg-Polymerase (5 U/pl) 0.25 ul
ddH,0O 15.05 pl
a 20 pl.

Das PCR-Programm bestand aus 35 Wiederholungen der folgenden Schritte:
95°C: 45 sec, 48°C: 90 sec, 72°C: 30 sec.

2.2.3.5 Aufreinigung von PCR-Produkten
Zur Abtrennung von Salzen, Enzymen, Proteinen und dNTPs sowie zur Volumeneinengung

bis auf 30 pl wurde das JETquick PCR Purification Spin Kit / 250 der Firma Genomed einge-
setzt. Die Reinigung erfolgte, mit Ausnahme der Elution, nach Herstellerangaben. Um eine
hohere DNA-Ausbeute zu erhalten, wurde auf 70°C erwdrmtes Wasser eingesetzt und die
Saule nach Zugabe desselben noch 1 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die erhaltene DNA

wurde bis zur weiteren Verwendung auf Eis oder bei —20°C aufbewahrt.

2.2.3.6 Gelextraktion
Diese Methode diente der Aufreinigung von DNA-Fragmenten, die zuvor in einem Agarose-

gel aufgetrennt wurden. Das gewlinschte Fragment wurde dabei zunéchst mit einem Skalpell
aus dem Gel geschnitten und die enthaltene DNA unter Verwendung des Invisorb Spin DNA

Extraction Kits (250) nach Protokoll isoliert. Handelte es sich um das Produkt eines Restrikti-
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onsverdaus, so wurde die DNA zum Schutz der sticky ends bei 4°C, ansonsten bis zur weite-
ren Nutzung bei —20°C gelagert.

2.2.3.7 Plasmid-Praparation aus Bakterien
Sowohl Mini-Prap als auch Maxi-Prap hatten die Gewinnung und Reinigung bakterieller

Plasmide zum Zweck. Fur erstere wurde das QIAprep Spin Miniprep Kit der Firma Qiagen,
fur letztere das JETstar Plasmid MAXI Kit 20 der Firma Genomed verwendet. Wéhrend beide
Methoden eine alkalische Lyse der Bakterien beinhalteten, unterschieden sie sich doch we-
sentlich in der maximal einzusetzenden Bakterienmenge. Fir eine Mini-Prap wurden 3 ml
einer Vorkultur bei 16100 x g sedimentiert, der Uberstand vollstandig abgenommen und die
Zellen nach Herstellerangaben bearbeitet. Die Plasmid-DNA wurde mit 50 pl 70°C warmem
Wasser eluiert. Im Falle einer Maxi-Prap wurden 100 ml Vorkultur zentrifugiert und anschlie-
Rend ebenfalls nach Protokoll vorgegangen. Die durch Isopropanol-Fallung erhaltenen DNA-
Flocken wurden eine Stunde lang bei 14250 x g pelletiert, danach mit Ethanol gewaschen
und in 350 pl destilliertem Wasser resuspendiert. Um eine vollstandige Lésung der DNA zu

gewabhrleisten, wurde das Zentrifugenréhrchen tber Nacht bei 4°C inkubiert.

2.2.3.8 Photometrische Bestimmung von DNA-Konzentrationen
Alle DNA-Konzentrationen wurden durch photometrische Messung bei A = 260 nm bestimmit.

Erfolgte die Bestimmung am NanoDrop, so wurde 1 pl der unverdiinnten Probe eingesetzt,
erfolgte sie dagegen am BioPhotometer, wurden in der Quarzkivette Vorverdiinnungen von
1:25 bis 1:50 vorgenommen. Als Leerwert diente in beiden Fallen doppelt destilliertes Was-
ser, fur die Auswertung wurde das Lambert-Beer'sche-Gesetz herangezogen. Zusatzlich zur
Messung bei 260 nm wurde die Lésung auch bei einer Wellenlange von 280 nm vermessen,
um Verunreinigungen, zum Beispiel durch aromatische Aminosauren, bestimmen zu kénnen.
Der Quotient aus ODyg und OD,gq, die sogenannte Ratio, sollte dabei im Bereich zwischen

1.8 und 2 liegen.

2.2.3.9 Restriktionsverdau
Die Spaltung von Phosphodiesterbriicken in doppelstrangiger DNA erfolgte mit Hilfe von

Restriktionsendonucleasen. Je nach Zweck wurden verschiedene Enzyme / Enzymkombina-
tionen verwandt, aber auch unterschiedliche DNA-Mengen eingesetzt (zum Beispiel 3 ug fir
einen Probeverdau, 10 pg fur eine Klonierung). Alle Ansétze enthielten ein Zehntel Volumen
des speziell auf die Endonuclease abgestimmten Puffers (10 x), 5 - 10 U / yl Enzym und bei
Beteiligung von BamHI ein Zehntel Volumen BSA (10 x). Auf das angestrebte Gesamtvolu-
men wurde mit destilliertem Wasser aufgefillt. Es folgte eine Inkubation fir zwei Stunden
beziehungsweise Uber Nacht bei 37°C. Nach einer solchen Inkubation wurden die Ansatze in

einem 1%igen Agarosegel aufgetrennt und das gewiinschte DNA-Fragment durch Gelextrak-
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tion isoliert (s. 2.2.3.6) oder im Falle von zu klonierenden Inserts ohne weitere Behandlung in

die Ligation eingesetzt.

2.2.3.10 Ligation
Die kovalente Verknipfung von DNA-Fragmenten erfolgte unter Anwesenheit von ATP (A-

denosin-Triphosphat) durch eine T4-DNA-Ligase. In den Ansatz wurden ca. 50 ng des Vek-
torfragmentes, ein Zehntel Volumen T4-Ligasepuffer sowie 5 Weiss U / ul Ligase pipettiert.
Das molare Verhdltnis von Vektor zu Insert wurde dabei so gewahlt, dass das Insert im deut-
lichen Uberschuss (ca. 1:3) vorlag. Die Ligation erfolgte bei 16°C tiber Nacht oder bei Raum-

temperatur fur zwei Stunden, das Reaktionsvolumen betrug 10 oder 20 pl.

2.2.3.11 Sequenzierung
Die Analyse von DNA-Sequenzen erfolgte nach der 1977 von Sanger et al. beschriebenen

Kettenabbruchmethode. Hierbei werden fluoreszenzmarkierte Didesoxynukleotide in die
naszierende DNA-Kette eingebaut, woraufhin die Polymerisation / Elongation mangels freiem

3'’OH-Ende abbricht. Ein typischer Reaktionsansatz war folgendermalRen zusammengesetzt:

DNA 4 ul
Primer (10 pmol) 0.5 ul
5 x Puffer 1.5l
ABI BigDye 3.1 Mastermix 1.0 pl
ddH,O 3yl

a 10yl

Das PCR-Programm setzte sich aus folgenden Schritten zusammen:

96°C 2 min
25 Zyklen: 96°C 10 sec, 48°C 15 sec, 60°C 4 min
4°C

Die unterschiedlich langen Bruchstiicke wurden anschlieRend mittels Kapillarelektrophorese
aufgetrennt und durch Bestrahlung mit UV-Licht detektiert. Die Auswertung der Reaktion er-
folgte mit Hilfe der LaserGene 7.1.1- Software der Firma DNASTAR (Madison, USA).

2.2.3.12 cDNA-Synthese
Nach Isolation viraler RNA aus Speichel, Kot, Urin oder Zellkulturiberstand (s. 2.2.5.2) folgte

stets die reverse Transkription derselben in cDNA. Die Reverse Transkriptase des Revert
Aid™ H Minus First Strand cDNA Synthesis Kits der Firma Fermentas zeichnete sich durch
eine Punktmutation aus, welche eine vollstdndige Stilllegung der RNase-Aktivitat (s. 1.1.4.2)
zur Folge hatte. Es wurde jeweils die maximale Menge (11 ul) an RNA eingesetzt und meist

mit sequenzspezifischen, aber auch mit random hexamer- sowie oligo dT-Primern umge-
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schrieben. Samtliche Vorgaben des Herstellers wurden befolgt, die erhaltene cDNA an-
schlieend bei —20°C gelagert.

2.2.3.13 Isolation genomischer DNA
Die Isolation genomischer DNA aus Zelllysat, Gewebeproben oder Vollblut erfolgte mit Hilfe

des DNeasy Blood & Tissue Kits der Firma Qiagen. Dabei wurden die Angaben des Herstel-
lers befolgt, jedoch wurde die Proteinase K-Behandlung von Blut auf 30 Minuten ausge-
dehnt.

2.2.4 Zellbiologische Methoden

2.2.4.1 Kultivierung und Passagierung

Die langfristige Kultivierung adhérenter Zellen erforderte eine regelmaRige Versorgung der-
selben. Im Abstand von drei Tagen wurden nach Abnahme des alten Mediums 6 ml vorge-
warmtes neues Medium in die Flasche gegeben, die Zellen vom Flaschenboden abgespult
oder mit einem sterilen Zellschaber abgeschabt und anschlieRend durch mehrmaliges Auf-
ziehen und AusstolRen vereinzelt. Darauf folgte das sogenannte Splitten im Verhéltnis 1:6,
wobei 1 ml Zellsuspension in der Flasche belassen und der Rest von 5 ml verworfen bezie-
hungsweise fir die nachfolgende Lyse (s. 2.2.4.6) in ein anderes Gefal3 Uberfihrt wurde. Mit
frischem Medium wurde im Anschluss auf das gewlnschte Volumen aufgefillt. Suspensi-
onszellen wurden mit Ausnahme der Schneider2-Zellen nicht gesplittet und nur einmal pro
Woche versorgt. Zu diesem Zweck wurde die Zellsuspension fir 5 min bei 300 x g zentrifu-
giert, der Uberstand verworfen und das Pellet in 8 ml neuem Medium aufgenommen. Die
Zellteilung primarer PBMCs und Lymphozyten wurde durch Zugabe von 180 U/ml IL-2 gesi-
chert. Schneider2-Zellen wurden zweimal pro Woche im Verhdltnis 1:3 gesplittet, wobei ein
Teil des alten Mediums mit den darin enthaltenen Zellen abgenommen und mit neuem Medi-
um auf das Ausgangsvolumen aufgefillt wurde. Diese Vorgehensweise wurde gewahlt, da
die Zellen Substanzen ins Medium abgeben, die ihrem Wachstum zugute kommen. Wahrend
adharente Zellen in D-MEM Kkultiviert wurden, erfolgte die Inkubation von Suspensionszellen
in RPMI-Medium jeweils bei 37°C und 5% CO,-Gehalt. Die Schneider2-Zellen wurden in ei-
nem speziell auf sie abgestimmten Medium bei Raumtemperatur und ohne zusatzliche CO,-

Begasung gehalten.

2.2.4.2 Kryokonservierung und Auftauen von Zellen
Far alle naiven, aber auch KoRV-infizierten Zellen erfolgte das Anlegen einer Reserve, wel-

che in —196°C kaltem flissigem Stickstoff lagerte. Die Zellen wurden funf Minuten lang bei
300 x g zentrifugiert, das alte Medium wurde abgenommen und das Pellet in 1 ml FKS +
10% (v/v) DMSO resuspendiert. Lediglich die Schneider2-Zellen wurden in 45% altem Medi-

um, 45% neuem Medium sowie 10 % DMSO aufgenommen. Die Zellsuspension wurde in
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Kryoréhrchen pipettiert, welche, in Papiertiicher gewickelt, Giber Nacht bei —80°C aufbewahrt
wurden. So konnte ein langsames Einfrieren ohne zellschadigende Bildung von Eiskristallen
gewabhrleistet werden. Am darauffolgenden Tag wurden die GefalRe in flissigen Stickstoff
Uberfuhrt. Im Zuge der Rekultivierung wurden eingefrorene Aliquots im 37°C warmen Was-
serbad aufgetaut und die Zellen in 10 ml frisches Medium gegeben. Zur Entfernung des noch
enthaltenen zytotoxischen DMSO wurden die Zellen wie oben beschrieben zentrifugiert, in

10 ml neuem Medium resuspendiert und in Flaschen utberflhrt.

2.2.4.3 Bestimmung der Lebendzellzahl
Die zu vermessende Zellsuspension wurde zunachst 1:1 mit 0.4%iger Trypanblau-Lésung

vermischt und davon 10 pl in eine Neubauer-Zahlkammer pipettiert. AnschlieRend wurde die
Zahl der lebenden Zellen, die sich durch ihre Farblosigkeit auszeichneten, in den vier Zahl-
guadraten ermittelt. Mit Hilfe der bekannten Verdinnungsstufe 2 und dem bekannten Kam-
merfaktor 1x10* Zellen / ml konnte im Anschluss die Zellzahl pro ml nach folgender Formel
berechnet werden: Zellzahl / ml = (Zellen pro Z&hlquadrat) * 2 * 10* / ml.

Daraufhin wurde dem geplanten Versuch entsprechend eine definierte Zellzahl ausgeséanht.

2.2.4.4 Isolierung von PBMCs mittels Dichtegradientenzentrifugation
Zunéchst wurden 15 ml Lymphozyten-Separationsmedium in Leucosep®Rohrchen pipettiert

und letztere fiir 30 sec bei 1000 x g und Raumtemperatur (RT) zentrifugiert. Das Medium be-
fand sich daraufhin unterhalb der pordsen Trennscheibe, auf die nun 15 ml Blut gegeben
wurden. Es folgte eine Zentrifugation ohne Bremse fir 15 min bei 800 x g und RT im
Ausschwingrotor. Lymphozyten und PBMCs (peripheral blood mononuclear cells) wurden auf
Grund ihrer Dichte von Erythrozyten und Granulozyten separiert und in einer Interphase zwi-
schen Plasma und Separationsmedium angereichert. Eine Rekontamination mit Erythrozyten
wurde durch die Trennscheibe verhindert. Die PBMCs wurden daraufhin mit der Pipette ab-
gesaugt, in 10 ml PBS ,ohne" gegeben und fur 15 min bei 300 x g zentrifugiert. Dieser
Waschschritt wurde zweimal mit je finf ml PBS ,ohne" wiederholt, woraufhin die Zellen in 5

ml RPMI 1640 ohne FKS aufgenommen und gezéahlt wurden.

2.2.4.5 Etablierung einer Tumorzelllinie
Tumorgewebe wurde zum Zwecke der Zellvereinzelung zunéchst durch ein Sieb in eine

Schale mit 0.25% Trypsin gemorsert, wobei die enzymatische Wirkung des letzteren die Auf-
I6sung von Zellverbanden zusatzlich forderte. Anschliel3end wurde die proteolytische Aktivi-
tat des Trypsins durch Zugabe von 5 ml Ca**- haltigen Mediums gehemmt. Die Suspension
wurde in ein Zentrifugenrdhrchen gegeben und fir 10 min bei 300 x g zentrifugiert, das

Trypsin-Medium-Gemisch daraufhin abgenommen, das Pellet in 20 ml frischem D-MEM re-
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suspendiert und abschlieRend in eine Zellkulturflasche Uberfiihrt. Die Passagierung erfolgte

wie unter 2.2.4.1 fur adharente Zellen beschrieben.

2.2.4.6 Aufschluss eukaryotischer Zellen (Proteinase K)
Diese Methode diente dem Aufschluss eukaryotischer Zellen und damit der Freisetzung ge-

nomischer DNA, die im Folgenden fur Amplifikationsreaktionen eingesetzt werden sollte.
Handelte es sich um in Flach- oder Rundbodenplatten kultivierte Zellen, wurde zur Vorberei-
tung ausschlief3lich das Medium abgenommen. Im Falle von in Flaschen kultivierten Zellen
wurden diese zunachst in Suspension gebracht, gesplittet und die gewlinschte Menge in ein
Zentrifugenrdhrchen Uberfihrt. Die Zellen wurden dann bei maximaler Umdrehungszahl eine
Minute lang pelletiert und der Uberstand verworfen. In beiden Fallen folgte daraufhin ein
dreimaliges Auftauen und Einfrieren der Zellen zum Zwecke der Zerstérung von Zellstruktu-
ren durch Eiskristalle sowie die Applikation eines adaquaten Volumens (100-1000 pl) Lyse-
puffer (s. 2.1.7). AnschlieBend wurde dieser Ansatz flr drei Stunden oder Uber Nacht bei
60°C inkubiert, um eine vollstandige Wirkung der Proteinase K (zum Beispiel Verdau DNA-
assoziierter Proteine) zu gewahrleisten. Letztere wurde nachfolgend fir 30 min bei 90°C in-
aktiviert, wodurch eine Zerstérung der Polymerase im spateren PCR-Ansatz vermieden wer-
den sollte. Das Zelllysat wurde bis zur Verwendung bei -20°C gelagert oder direkt als

Template fur die Provirusnachweis-PCR eingesetzt.

2.2.4.7 Aufschluss eukaryotischer Zellen (RIPA-Lyse)
Die Gewinnung von Gesamtprotein aus eukaryotischen Zellen erfolgte mit Hilfe der RIPA-

Lyse. Zunachst wurde die gewlnschte Zahl an Zellen fir 3 min bei 4000 x g pelletiert, das
Medium dann abgegossen und das Pellet mit 1 ml PBS ,ohne" gewaschen. AnschlieRend
wurde eine adaquate Menge (200 — 500 pl) eiskalten RIPA-Puffers auf die Zellen gegeben,
die Suspension gevortext und nachfolgend 45 min auf Eis inkubiert. Die unldslichen Bestand-
teile wurden durch Zentrifugation fir 10 min bei 10000 x g sedimentiert, der Uberstand wurde
in ein neues Gefald uberfuhrt und bis zur weiteren Verwendung (SDS-PAGE, s. 2.2.6.3) bei
—20°C oder 4°C aufbewahrt.

2.2.5 Virologische Methoden

2.2.5.1 Ultrazentrifugation
Um Viren aus Zellkulturiiberstanden, Urin oder Kotproben zu konzentrieren, wurden Ultra-

zentrifugationsschritte durchgefuhrt. Wahrend die Urinproben ohne weitere Vorbehandlung
eingesetzt wurden, erfolgte im Falle von Zellkulturiberstdnden zunachst die Abtrennung von
Zellbestandteilen durch einen Filter mit 0.2 um Porengréf3e. Kotproben wurden dagegen vor-
ab in PBS resuspendiert und bei 7500 x g und 4°C fir 15 min pelletiert, der Uberstand wurde

anschliel3end sterilfiltriert (s.0.). Die Flissigkeiten wurden dann in spezielle Zentrifugenrghr-
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chen (Polyallomer Centrifuge Tube 14 x 89 mm) Uberfuhrt, letztere mit PBS bis zum oberen
Rand aufgeflllt und fur drei Stunden bei 100000 x g in der Ultrazentrifuge belassen. Nach
der Zentrifugation wurde der Uberstand bis auf ein Volumen von 200 pl vorsichtig abgenom-
men, das Viruspellet in der Restflissigkeit resuspendiert und die Lésung anschliel3end fir

die RNA-Isolation verwendet.

2.2.5.2 Isolation viraler RNA
Die Isolation viraler RNA erfolgte mit Hilfe des High Pure Viral RNA Kits der Firma Roche.

Das Prinzip dieses Kits beruht auf der Bindung von RNA an eine Glasfasermatrix in Anwe-
senheit eines chaotropen Salzes (Guanidinhydrochlorid). Die RNA kann anschlie3end durch
Waschschritte von Verunreinigungen befreit und unter Niedrigsalzbedingungen eluiert wer-
den. Jeweils 200 pl einer sterilfiltrierten, ultrazentrifugierten oder anderweitig vorbereiteten
Probe wurden mit 400 pl der sogenannten Arbeitsldsung versetzt. Anders als im Protokoll
gefordert wurde dabei die Arbeitslésung aus 12.5 ul Poly-(A)-Trager-RNA (in Nuklease-
freiem Wasser) und 1.25 ml Bindungspuffer hergestellt und reichte folglich nur fir drei Pro-
ben. Diese Vorgehensweise wurde gewahlt, da nie acht Proben gleichzeitig bearbeitet wur-
den und ein wiederholtes Einfrieren und Auftauen der Poly-(A)-RNA vermieden werden soll-
te. Alle anderen Schritte wurden nach Herstellerangaben ausgefihrt. Die isolierte RNA wur-

de bis zur weiteren Verwendung bei —80°C aufbewahrt.

2.2.5.3 Erzeugung / Gewinnung virushaltigen Zellkulturiiberstandes
Die Verwendung von einheitlichen Virusstocks fir verschiedene Infektionsversuche sichert

die Vergleichbarkeit derselben. Von KoRV-infizierten 293-Zellen wurden Uberstande abge-
nommen, diese sterilfiltriert (PorengréRe 0.2 um), anschlieRend auf naive 293-Zellen gege-
ben und dort vier Tage belassen. Der Zellkulturiiberstand der neu infizierten Zellen wurde
dann wiederum auf naive 293 Zellen pipettiert und der Vorgang so oft in kurzen Abstanden
wiederholt (maximal finf Mal) bis eine Selektion schnell replizierender Viren sichergestellt
war (Nachweis durch Titration, s.u.). Die infizierten 293-Zellen des letzten Durchgangs wur-
den daraufhin in T175 Zellkulturflaschen expandiert, die Zellkulturiiberstande sterilfiltriert, a 2
oder 8 ml aliquotiert und bis zur weiteren Verwendung bei —80°C gelagert. Das urspriingliche
Virus (Primérisolat) war aus Mitogen-stimulierten PBMCs eines mannlichen Koalas des
Duisburger Zoos gewonnen worden (Fiebig et al., 2006), GenBank accession number
DQ174742).

2.2.5.4 Titration virushaltiger Zellkulturiiberstande
Die Titration virushaltiger Zellkulturiberstdnde dient der Bestimmung derjenigen Verdiin-

nungsstufe, bei der gerade noch eine Infektion naiver Zellen méglich ist. Zunachst wurden

am Vortag des eigentlichen Experimentes 5 x 10° uninfizierte 293-Zellen pro well in eine 96-
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well-Platte ausgesaht. Am Folgetag wurden in einer separaten 96-well-Platte Virusverdin-
nungen in Schritten von 1:2 vorbereitet und die Verdiinnungen im Anschluss auf die Zellen
pipettiert, so dass das Gesamtvolumen pro well 200 pl betrug. Die Platte wurde drei Tage
lang bei 37°C inkubiert und die Proviruslast nach Zelllyse mittels Real-time PCR quantifiziert.
Alle Virusstocks und Verdunnungsstufen wurden als Triplikate gemessen. Die Resultate
wurden dann fir die Berechnung der TCIDso/ml (Tissue Culture Infectious Dose), also derje-
nigen Verdinnung, bei der die Halfte der Zellen im well infiziert ist, verwendet. Folgende
Formel kam dabei zum Einsatz: TCIDso/ml =((Ds®/RePs)*%-3)((1/D0*Ds*(V/1000)))

mit Ds = dilution steps = Verdlnnungsstufen, X = Zahl der infizierten wells, Reps = Zahl der

Replikate, DO = erste Verdunnung und V = Volumen in pl / well.

2.2.5.5 Neutralisationsassay
In der vorliegenden Arbeit wurden Neutralisationsassays durchgefuhrt, um die Neutralisati-

onskapazitat eines Serums nach Immunisierung zu bestimmen. Bei Anwesenheit neutralisie-
render Antikorper sind Viren nicht in der Lage, naive Zellen zu infizieren und somit auch nicht
in der Lage, virale cDNA als Provirus zu integrieren. Zunéachst wurden am Vortag des Assays
5 x 10° unbehandelte 293-Zellen pro Vertiefung in 80 pl Medium ausgesaht (96-well-Format).
Am Folgetag wurden in einer zweiten Platte 20 pl der zu testenden, dekomplementierten Se-
ren vorgelegt und diese mit 100 pl definiertem Virusiiberstand Gberschichtet. Das gesamte
Volumen wurde dann auf die Zellen in der ersten Platte Ubertragen, so dass die Verdiinnung
des Serums im well 1:10 betrug. Als Positivkontrolle wurden 20 pl FKS und 100 pl Virusiber-
stand auf die Zellen gegeben, alle Serumverdinnungen als Triplikate angesetzt. Die Platte
wurde fur 72 Stunden bei 37°C inkubiert, woraufhin die Quantifizierung der Provirusintegrati-
on mit Hilfe der Real-time PCR erfolgte (3 ul Zelllysat). Im Zuge der Auswertung wurden zu-
nachst die Differenzen der Ct-Werte zwischen Immunseren und Positivkontrolle berechnet
(Subtraktion aller Einzelwerte). Mit Hilfe dieser Werte (AC+) ergab sich die Berechnung der

Provirusintegration wie folgt: Provirusintegration [%] = MW (2 °T) x 100

und dementsprechend die Berechnung der Provirusintegrationshemmung (Neutralisation):

Hemmung der Provirusintegration [%] = 100 - Provirusintegration [%o].

2.2.6 Proteinbiochemische Methoden

2.2.6.1 Aufreinigung rekombinanter Proteine
Die Isolation l6slicher, rekombinant exprimierter CBP-Fusionsproteine aus dem E.coli-

Zelllysat erfolgte mittels Calmodulin-Affinitdtschromatographie. Diese Methode basiert auf
der spezifischen Bindung des Calmodulinbindeproteins an eine Calmodulin-Affinitatsmatrix

almoaulin Init esin) unter Anwesenhelt von Ca“ -lonen. Das sat elner - Indu-
Calmodulin Affinity Resi A hei Ca?*| Das Lysat einer IPTG- ind
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zierten 500 ml-Flussigkultur (s. 2.2.2.5) wurde tber Nacht bei 4°C und unter standiger Zirku-
lation auf 3 ml des Saulenmaterials gegeben. Dabei betrug die Flussrate 2 ml / min. Am dar-
auffolgenden Morgen wurde die Saule mit zehn Bettvolumen CaCl,-Bindungspuffer gewa-
schen, wobei ungebundene Proteine entfernt wurden. Durch den im Elutionspuffer enthalte-
nen Chelatbildner EGTA konnte anschlieRend die CBP-Calmodulinbindung geldst und das
Zielprotein eluiert werden. Es wurden 15 Fraktionen a 2 ml gesammelt, die Proteinkonzentra-
tionen der einzelnen Fraktionen, wie unter 2.2.6.2 beschrieben, bestimmt und die protein-
reichsten Eluate vereint. Die Regeneration der Saule erfolgte nach Herstellerangaben. Konn-
te ein rekombinantes Protein nicht im Uberstand nachgewiesen werden (besonders Trans-
membranproteine der Retroviren sind stark hydrophob und liegen im bakteriellen Zytoplasma
oft als sogenannte Inclusion Bodies vor), musste statt der Aufreinigung mittels CBP-
Affinitatschromatographie ein Auswaschen des Pellets erfolgen. Dazu wurde das nach der
Lyse unldsliche Sediment in 20 ml PBS resuspendiert und fir 30 min bei Raumtemperatur in
einem Uberkopfschiittler inkubiert. AnschlieRend wurde die Suspension pelletiert (22500 x g
fur 15 min), der proteinhaltige Uberstand verworfen und das Pellet erneut in PBS aufge-
nommen. Dieser Vorgang wurde bis zu sechs Mal wiederholt. Alternativ dazu wurde, um das
Protein in Losung zu bringen, das Pellet tber Nacht bei Raumtemperatur in 0.3% SDS ge-
schuttelt, anschlieRend wie oben zentrifugiert und der proteinhaltige Uberstand in eine kalte

Methanol/Aceton-Fallung (s. 2.2.6.4.1) eingesetzt.

2.2.6.2 Proteinbestimmung nach Bradford
Der Farbstoff Coomassie Brillant Blue R-250 bindet an basische Seitenketten von Proteinen,

wodurch sich im sauren Milieu das Absorptionsmaximum der Lésung von 465 nach 595 nm
verschiebt (Bradford et al., 1976). Vor Beginn der Messung wurde konzentriertes Bradford-
Reagenz nach Herstellerangaben verdiinnt und sterilfiltriert sowie eine Standard-BSA-Reihe
im Bereich von 200-1000 pg/ml erstellt. AnschlieBend wurde ein Gemisch aus 196 pl Rea-
genz und 4 pl proteinhaltiger Probe hergestellt und die oben beschriebene Absorptionsénde-
rung photometrisch bei 560 nm erfasst. Es wurden jeweils Dreifachbestimmungen durchge-
fuhrt, die Ermittlung der Proteinkonzentration erfolgte unter Verwendung der Geradenglei-

chung.

2.2.6.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
Die SDS-PAGE (Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese; Schagger und Ja-

gow, 1988) ermdglicht eine Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht. Natri-
umdodecylsulfat ist ein anionisches Detergenz, welches durch Anlagerung an Proteine deren
Eigenladung Uberdeckt und so die Wanderung derselben im elektrischen Feld ermdglicht.
Die Proben wurden zunachst 1:1 mit 2 x Probenpuffer vermischt, finf bis zehn Minuten bei

95°C denaturiert sowie reduziert und daraufhin bei maximaler Umdrehungszahl kurz zentri-

43



2. Material und Methoden

fugiert. In jedem Fall wurden 12%ige Polyacrylamidtrenngele (eigentliche Auftrennung) in
Verbindung mit 4%igen Sammelgelen (Fokussierung der Lauffront) verwendet. Die Dicke der

Gele betrug einen Millimeter, die Zusammensetzung der Gele ist im Folgenden aufgefihrt.

Tab. 2.3: Gelzusammensetzung

Acrylamid 4% 12%
Gelpuffer 1.0 ml 2.5 ml
Acrylamid-L6sung (30%) 0.4 ml 3.0ml
ddH,0O 1.6 ml 2.0ml
APS (10%) 35 ul 35 ul
TEMED 3.5l 3.5ul

Zur Abschatzung des Molekulargewichtes wurden in eine freie Tasche 5 ul eines Markers
(PageRuler) geladen. Je nach TaschengrofRe wurden 15 bis 25 pl, bei praparativen Gelen

200 pl (10 pg) der Probe aufgetragen, die Auftrennung erfolgte bei 100 V.

2.2.6.4 Konzentration von Proteinldsungen
2.2.6.4.1. Kalte Aceton/Methanol Fallung

Eine Mdoglichkeit, um Proteine zu konzentrieren und Aceton- bzw. Methanol-l6sliche Sub-
stanzen wie SDS zu entfernen, ist die kalte Aceton/Methanol-Fallung. Das zu féllende Prote-
in wurde mit vier Volumen Prézipitations-Reagenz (s. 2.1.7) versetzt und tUber Nacht bei 4°C
sowie unter Ruhren inkubiert. Das Gemisch wurde dann fir 20 min bei 12000 x g zentrifu-

giert, der Uberstand verworfen und das Proteinpellet in PBS ,ohne* resuspendiert.

2.2.6.4.2. Eindampfen
Hierbei wurde der wassrige Anteil der Proteinlésung im Hybridisierungsofen oder im Eppen-
dorf Concentrator so lange verdampft bis das gewiinschte Volumen erreicht war. Um die

Proteinstruktur nicht zu ver&ndern, wurde eine Temperatur von 30°C gewahlt.

2.2.6.4.3. Viva Spin 20

Bei dieser Methode wurden maximal 20 ml der Proteinlosung in ein Gefal3 Gberfihrt, welches
aus einem oberen Reservoir, einer Membran mit einer molekularen Ausschlussgrenze von
10000 Da sowie einem unteren Reservoir bestand. Durch Zentrifugation bei 3200 x g im
Ausschwingrotor wurde der wassrige Anteil in das untere Reservoir gepresst, wahrend die
Proteine, bedingt durch ihr Molekulargewicht im oberen Reservoir zuriickgehalten wurden.

Von Vorteil war hier, dass auch Salze des Elutionspuffers abgeschieden werden konnten.
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2.2.7 Immunologische Methoden

2.2.7.1 Immunisierung

Fur Immunisierungsversuche wurden pro Gruppe vier acht bis zwdlf Wochen alte, weibliche
Wistar-Ratten des Bundesinstituts flr Risikobewertung (BfR, Berlin, Deutschland) eingesetzt.
Das Antigen wurde zunachst in PBS ,ohne* aufgenommen und 1:1 mit Freund’s Adjuvans
vermischt. Durch mehrmaliges Aufziehen durch eine 0.6 mm Kanile konnte eine Emulsion
erzeugt werden, von der je 250 pl in die Muskulatur der Hinterlaufe und 500 ul subcutan un-
ter das Nackenfell injiziert wurden. Die pro Tier applizierte Antigen-Menge betrug etwa 250
Mg. Drei Wochen nach der Grundimmunisierung erfolgte die sogenannte Boostimmunisie-
rung und weitere drei Wochen spéter die erste Blutabnahme. Weitere Blutungen erfolgten je
nach Bedarf, aber maximal in 14-tdgigem Abstand. Dabei wurden jeweils etwa 1.5 ml Blut
gewonnen, die anschlielend 15 min lang bei 7500 x g und 4°C zentrifugiert wurden. Das Se-
rum wurde abgenommen, 40 min bei 56°C dekomplementiert, gegebenenfalls aliquotiert und
bei 4°C oder —20°C bis zur weiteren Verwendung gelagert. Die Seren wurden spater fur
Western Blot (s. 2.2.7.2), Neutralisationsassay (s. 2.2.5.5) oder Epitopkartierung (s. 2.2.7.4)

eingesetzt.

2.2.7.2 Western Blot
Der immunologische Nachweis der durch SDS-PAGE (s. 2.2.6.3) aufgetrennten Proteine er-

folgte mittels Western Blot (Towbin et al., 1989), wobei die durch Natriumdodecylsulfat mas-
kierten Proteine bei ihrer Wanderung im elektrischen Feld auf einer Nylonmembran immobili-
siert wurden. In dieser Arbeit wurde das Semidry-Blotting-Verfahren angewandt. Zunachst
wurden Nylonmembran und Blotting-Filterpapier passgenau zurechtgeschnitten, um die
Gleichmaligkeit des elektrischen Feldes zu gewéhrleisten. Nachdem die Membran kurz in
Methanol geschwenkt worden war, wurden Polyacrylamidgel, Filterpapier und Membran in
Transferpuffer aquilibriert und luftblasenfrei tGbereinander geschichtet. Der Transfer erfolgte
fur 25 min bei 20 V. Um unspezifische Bindungen zu minimieren, das heil3t, freie Bindungs-
stellen abzuséttigen, wurde die geblottete Membran daraufhin eine Stunde lang bei Raum-
temperatur oder tiber Nacht bei 4°C in 30 ml Blockpuffer schittelnd inkubiert. Anschlieend
erfolgten die Zugabe des Primarantikdrpers (primares Antiserum bzw. Praimmunserum) in
einer Verdinnung von 1:500 oder 1:750 in Blockpuffer sowie die Inkubation fiir eine Stunde
bei 25°C. Monoklonale Antikdrper wurden in Verdinnungen von 1:2000 (Anti-c-Myc) oder
1:5000 (Anti-3-Actin) eingesetzt. Nach dreimaligem Waschen mit je 30 ml PBS / 0,05%
Tween20 wurde die Membran fir anderthalb Stunden in Blockpuffer mit einem Zweitantikor-
per (primarantikdrperspezifisch, Meerrettichperoxidase-konjugiert) in 1:3000 — Verdinnung
geschwenkt. Ungebundene Antikérper wurden durch erneutes Waschen (wie oben) entfernt.
Fur die nachfolgende DAB-Farbung des Blots wurde eine 25 mM Tris-HCI- Lésung mit einer

Spatelspitze Diaminobenzidin sowie 100 pl Wasserstoffperoxid versetzt. Die Membran wurde
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daraufhin so lange in diesem Gemisch belassen, bis deutliche Banden zu erkennen waren.
Die Reaktion wurde durch destilliertes Wasser gestoppt, die Membran anschlieRend ge-
trocknet und lichtgeschiitzt aufbewahrt. Im Falle einer ECL-Detektion wurden zunéchst 2 ml
der Lésung 1 mit 2 ml der Ldsung 2 (s. 2.1.1) vermischt. Die Membran wurde dann zwei Mi-
nuten lang in diesem Gemisch geschwenkt und die entstehende Chemilumineszenz durch
Belichtung eines Rdntgenfilms nachgewiesen. Der Zweitantikdrper wurde auf Grund der ho-

heren Sensitivitat der Methode starker verdinnt, namlich 1:10000, eingesetzt.

2.2.7.3 Strippen
War nach der Detektion eines bestimmten Proteins im Western Blot der Nachweis eines wei-

teren Proteins gewinscht, konnten alle zuvor gebundenen Antikdrper durch das sogenannte
Strippen entfernt und so die Membran fir eine erneute Inkubation mit proteinspezifischen
Antikérpern oder allgemein Seren vorbereitet werden. Dazu wurde die Membran fir 30 min
in 50 ml Regenerationspuffer und bei 50°C im Hybridisierungsofen inkubiert, anschlie3end
zweimal zehn Minuten lang in 30 ml T-TBS geschwenkt und geblockt. Danach wurde wie un-

ter 2.2.7.2 beschrieben vorgegangen.

2.2.7.4 Epitopkartierung
Die Methode der Epitopkartierung wurde angewandt, um Epitope von Antikérpern verschie-

dener Seren zu ermitteln. Durch die jpt Peptide Technologies GmbH, Berlin wurde zu diesem
Zweck eine sogenannte PepSpot™-Membran hergestellt, welche die Aminosauresequenz
der KoRV p15E-Ektodoméne umfasste. Dabei wurden 15mere mit Uberlappenden Bereichen
von jeweils 12 Aminosduren an eine Nitrocellulosemembran gekoppelt.

Inkubations-, Wasch- und Regenerationsschritte (Regenerationsprotokoll 1) sowie die Lage-
rung erfolgten nach Herstellerangaben. Seren von Immunisierungsratten wurden 1:750, Se-
ren von Infektionsratten dagegen 1:500 in Blockpuffer verdiinnt, der Peroxidase-gekoppelte
Sekundarantikdrper in einer Verdiinnung von 1:10000 in Blockpuffer auf die Membran gege-
ben. Letzterer wurde mittels ECL-Detektion nachgewiesen, wobei die Belichtungszeiten je
nach Stérke des Signals zwischen 15 und 90 Sekunden lagen. Fir die Sekundarantikérper-
kontrolle (Untersuchung von unspezifischem Bindungsverhalten) wurde eine maximale Be-
lichtungszeit von funf Minuten gewahlt. Im Zuge der Auswertung wurden die Sequenzen der
positiven Spots Ubereinander gelegt und als Epitope diejenigen Aminosauren gewertet, die in

allen 15meren gleichermal3en enthalten waren.

2.2.7.5 Enzyme Linked Immunosorbant Assay (ELISA)
Der ELISA diente der spezifischen Detektion von Antikdrpern in Seren nach Antigenkontakt.

Wie beim Western Blot auch, handelte es sich um eine Antigen-Antikdrper-Reaktion, die mit

Hilfe eines HRP-gekoppelten Zweitantikbrpers nachgewiesen werden konnte. Zunachst wur-
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de das Antigen in einer Konzentration von 150 oder 200 ng auf spezielle 96-well ELISA-
Platten aufgebracht. Zu diesem Zweck wurden entsprechende Verdinnungen in Wasser an-
gesetzt, in jede Vertiefung 50 pl der Proteinlésung pipettiert und die Platten Gber Nacht bei
37°C oder Ubers Wochenende bei Raumtemperatur belassen. Freie Bindungsstellen des
Plattenbodens wurden am darauffolgenden Tag durch einstiindige Inkubation bei 37°C mit
3% Magermilchpulver sowie 10% FKS oder mit 5% BSA in PBS / 0.05% Tween gesattigt
(100 ul Blockpuffer pro well). AnschlieBend wurde die Platte ausgeklopft und 50 ul der Pri-
marseren in geeigneter Verdinnung (1:250 oder 1:500 in Blockpuffer) wurden in die wells
gegeben. Es folgten eine erneute Inkubation flr eine Stunde bei 37°C, das finfmalige Wa-
schen der wells mit 300 pl PBS / 0.05% Tween, die Applikation des POD-gekoppelten Se-
kundarantikdrpers in einer Verdinnung von 1:5000 in Blockpuffer und ein weiterer Inkubati-
onsschritt. Ungebundene Sekundarantikdrperkonjugate wurden durch sieben Waschzyklen
entfernt und daraufhin in jede Vertiefung 50 pl Substratlosung pipettiert. Es wurde eine deut-
liche Farbung abgewartet und die Reaktion nach maximal 15 Minuten durch Zugabe von 50
pl 2.5M H,SO, gestoppt. Der enzymvermittelte Substratumsatz wurde bei 492 sowie 620 nm
verfolgt und durch das Computerprogramm Magellan der Quotient berechnet. Alle Anséatze
wurden dreifach gemessen, Mittelwerte und Standardabweichungen der Replikate mit Micro-

soft-Excel bestimmt.

2.2.7.6 KoRV p27Gag Capture ELISA
Anders als Western Blot (s. 2.2.7.2) und ELISA (s. 2.2.7.5), die der Detektion von Antikor-

pern dienen, ist der Capture ELISA entwickelt worden, um die Anwesenheit eines Antigens in
Seren oder Zelllysaten aufzuzeigen. Dabei wird zunachst ein gegen das Antigen gerichteter,
monoklonaler oder aufgereinigter Antikdrper auf einer geeigneten Oberflache immobilisiert.
Das in der Probe enthaltene Antigen bindet dann an den Capture-Antikdrper und kann nach-
folgend Uber einen weiteren Primarantikdrper nachgewiesen werden. Dieser zweite gegen
das Antigen gerichtete Antikdrper kann entweder selbst markiert sein oder wiederum durch
einen enzymgekoppelten Sekundarantikoérper detektiert werden. Im ersten Fall kann der An-
tikbrper aus der gleichen Spezies stammen, im zweiten Fall jedoch muss der Antikdrper aus
einer fremden Spezies isoliert worden sein. Das Prinzip des Capture ELISAs ist in Abb. 2.3

schematisch dargestellt.
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Abb. 2.3: Schematische Darstellung eines Capture ELISAs (www.activemotif.com, www.endogen.com)

Der aufgereinigte Antikorper wurde in doppelt destilliertem Wasser verdinnt (1:25 —
1:12800), diese Verdinnung a 50 pl in die entsprechenden wells pipettiert und die Flussigkeit
Uber Nacht bei 30°C im Hybridisierungsofen verdampft. Die Platte wurde dann entweder bei
4°C gelagert oder am nachsten Tag mit 100 pl Blockpuffer (s. 2.1.7, 2.2.7.5) pro Vertiefung
beflllt. Es folgten die Abséttigung unspezifischer Bindungen fiir 45 min bei 37°C sowie das
dreimalige Waschen mit je 300 pyl PBS / 0.05% Tween 20. Anschlieend wurden 25 pl
Blockpuffer und 25 pl Viruslysat im well vermischt, wobei das Viruslysat wie folgt hergestellt
wurde: Die zu untersuchenden Proben (Zellsuspension, sterilfiltrierter Zellkulturiberstand
oder Serum) wurden zunéchst 15 min lang auf 75°C erhitzt, dann im Verhaltnis 1:10 mit 2%
Tween 20 in Wasser versetzt und 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Auf eine zwei-
stiindige Einwirkzeit bei 37°C folgten das dreimalige Waschen der wells, die Zugabe des
Immunisierungsserums mit den enthaltenen antigenspezifischen Primarantikérpern in geeig-
neter Verdinnung (1:625 in Blockpuffer) und ein weiterer Inkubationsschritt fir 45 min bei
37°C. Uberschiissige Priméarantikérper wurden durch drei Waschzyklen entfernt, woraufhin
50 pl einer 1:5000 Verdinnung des Peroxidase-gekoppelten Sekundarantikorpers appliziert

wurden. Die weitere Vorgehensweise entsprach der unter 2.2.7.5 beschriebenen.
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3.1 Untersuchung der Ubertragungswege des Koala-Retrovirus
3.1.1 Etablierung eines KoRV-Kleintiermodells

In vorangegangenen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass KoRV in vivo auf Wistar—Ratten
Ubertragen werden kann und dort eine humorale Immunantwort auslost (Fiebig et al., 2006).
Dieser Befund stiitzt die Hypothese, dass Nager als Intermediarwirt fir die Ubertragung des
Virus in Frage kommen (Hanger et al., 2000). Wie das Virus von Wirt zu Wirt Gbertragen
wird, ist allerdings unklar.

Auf Grund dieser Vorarbeiten und der kostengiinstigen Verfiigbarkeit der Tiere wurden
Wistar—Ratten fir die Etablierung eines KoRV-Kleintiermodells gewahlt. Dieses Modell soll in
Zukunft die Mdglichkeit bieten, Ubertragungswege von Retroviren zu untersuchen, Impfstoff-

ansétze zu erproben sowie Immunmodulationen nach retroviralen Infektionen zu studieren.

3.1.2 ,Rotationsversuch®

Untersuchungen naiver Ratten, die mit infizierten Tieren im gleichen Raum gehalten wurden,
ergaben Hinweise darauf, dass KoRV innerhalb eines Raumes ohne direkten Kontakt der
Tiere Ubertragen werden kann. Um KoRV-Ubertragungswege genauer zu charakterisieren,
wurde folgender Versuch durchgefuhrt: Durch Inokulation infizierte Ratten (Tiere 5-8) wurden
in einem Kafigstander mit uninfizierten Tieren zusammengebracht, wobei das in Abb. 3.1

dargestellte Muster eingehalten wurde.

nicht
1 2 3 4 infiziert
- - -
Il " g f 7 a | infiziert
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I 9 10 11 12 7| Micht
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Abb. 3.1: Schematische Darstellung des , Rotationsversuches”

In der obersten Reihe sal3en uninfizierte Tiere, die Uber den gesamten Zeitraum in densel-
ben Kafigen verblieben, in der mittleren und untersten Reihe salRen infizierte beziehungswei-
se nicht infizierte Tiere, die taglich im Uhrzeigersinn in einen benachbarten Kafig umgesetzt
wurden. Stoffiberziige sollten eine Kontamination mit Kot und Streu aus anderen Kéafigen
verhindern, eine Reinigung der Kéafige fand einmal pro Woche statt. In Abstdnden von zwei
bis drei Wochen wurden allen Tieren Blutproben entnommen und die Seren im ELISA auf
pl5E-spezifische Antikorper untersucht. Abb. 3.2 zeigt die Ergebnisse des Experimentes im
Zeitverlauf. Die Tiere 9-12 der Rotationsgruppe zeigten bereits frih eine Infektion, was fir

eine Ubertragung der Infektion auf nicht infizierte Ratten durch Kot und Urin spricht. Aller-
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dings entwickelten auch die isolierten Tiere der Kontrollgruppe tber einen Zeitraum von drei
Monaten eine Antikérperantwort gegen KoRV p15E.

aPi
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M 01.02.2007
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0,0 -

Absorbance 492/620 nm

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Versuchstier

Abb. 3.2: Bestimmung von AK-Mengen in Rattenseren, Seren 1:500 verdiinnt, 200 ng KoRV p15E ge-
coated, Pl = Praiimmunserum

Die statistische Auswertung des Versuches erfolgte durch eine einfaktorielle Varianzanalyse
mit Messwiederholung (Bortz ,1989). Der F-Wert lag mit 28,88 weit Uber den kritischen F-
Werten fur Irrtumswahrscheinlichkeiten von 1% (7,21) und 5% (3,98) mit 2 und 11 Freiheits-
graden. Dadurch und durch die post-hoc-Mittelwertsvergleiche nach Pillais, Hotellings und
Wilks (SPSS, Version 6.0) konnte bestatigt werden, dass im Verlauf des Versuches eine
hochsignifikante Zunahme der Antikdrpertiter gegen KoRV pl15E eintrat. Wegen der relativ
geringen StichprobengréfRen wurde zur Absicherung eine Friedman Two-Way ANOVA (das
parameterfreie Gegenstiick zur Varianzanalyse mit Messwiederholung) berechnet, die ein ¢?
von 20.67 ergab, was ebenfalls eine hochsignifikante Zunahme der Antikdrpertiter signali-
siert. Die Resultate der ELISAs konnten durch Western Blots verifziert werden (Abb. 3.3).
Auffallig sind die Tiere 1 und 3 der Kontrollgruppe, die eine starke Immunantwort gegen

p15E zeigten.

kDa
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Abb. 3.3: Western Blot zur Testung von Seren auf KoRV p15E-AK, 1-12 bezeichnen die Versuchstiere
des Rotationsversuches, Seren 1:500 verdunnt, PK: Positivkontrolle = experimentell infizierte Ratten 83/2 (links)
und 86/3 (rechts)
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Die Tiere 2 und 12 zeigen im Vergleich zu ihren Gruppenmitgliedern zunachst eine verringer-
te Reaktion, bei Betrachtung des anschlieBenden Neutralisationsassays (Abb. 3.4) wird je-
doch deutlich, dass samtliche Tiere neutralisierende Antikorper gegen das Koala-Retrovirus
gebildet haben. Mit Hilfe einer unifaktoriellen Varianzanalyse wurde Uberprift, ob sich die
Gruppenmittelwerte (91.3%; 91.9%; 93.8%) signifikant voneinander unterscheiden (Clauf3
und Ebener, 1970). Da der erhaltene F-Wert mit 1.39 unter dem fse, 29 VONn 4.26 liegt, kann
angenommen werden, dass zwischen den drei Gruppen keine Unterschiede bestehen. Auch
die multiplen Mittelwertsvergleiche nach Duncan, Student-Newman-Keuls sowie Scheffé
zeigten, dass sich keiner der oben genannten Mittelwerte von einem anderen unterscheidet
(ermittelt mit SPSS, Version 6.0). Wegen der geringen StichprobengréfZen wurde wiederum
das parameterfreie Pendant zur unifaktoriellen Varianzanalyse berechnet, namlich eine
Kruskal-Wallis One-Way ANOVA (Rangvarianzanalyse; Bortz et al., 2000). Diese ergab ein
c® von 4.15, was als nicht signifikant zu bewerten ist.

Daraus folgt, dass die neutralisierenden Antikorper bei den oben genannten Ratten 2 und 12

gegen andere KoRV-Antigene als p15E gerichtet sein missen.

100 - —
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Abb. 3.4: KoRV-Neutralisationsassay Rotationsversuch, Seren 1:10 verdiinnt, Positivkontrolle = Ziege
46 (KoRV p15E), Negativkontrolle = Ziege 52 (PERV gp70 Fragmente)

3.1.3 Isolation viraler RNA aus Kot, Urin und Speichel

Da die Ubertragung einer retroviralen Infektion ohne direkten Kontakt ungewohnlich ist, soll-
ten im Folgenden Kot, Urin und Speichel infizierter Ratten analysiert werden, welche sich im
.Rotationsversuch" als potenzielle Agenzien der KoRV-Infektion gezeigt hatten. Zunachst
wurden einige Voruntersuchungen durchgefihrt, welche die Funktionalitat des High Pure Vi-
ral RNA Kits (s. 2.2.5.2) belegen und die Nachweisgrenze ermitteln sollten. Zellkulturtiber-
stande infizierter und nicht infizierter Zellen wurden gleichermal3en nach Protokoll behandelt,

die isolierte RNA wurde mit sequenzspezifischen Primern umgeschrieben und die cDNA in
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eine Standard-PCR (s. 2.2.3.2) eingesetzt. In den Abb. 3.5 und Abb. 3.6 ist deutlich zu er-
kennen, dass sowohl die RNA-Isolation aus infektiosen Zellkulturiiberstanden als auch die
reverse Transkription erfolgreich war und dass virale RNA aus einer Positivkontrolle bis zu

einer Verdinnung von 1:10000 nachgewiesen werden kann.
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Abb. 3.5: KoRV-env- (links) und pol-spezifische Two-Step RT-PCR (rechts) zum Nachweis der
Funktionalitat des Kits, Tumoren 85 und 145 sind aus Ratten des Infektionsversuches (Fiebig et al., 2006)
isoliert worden, Positivkontrolle = unverdiinnte genomische Koala-DNA, Negativkontrolle = Wasser, 5/6 und 13/14
bezeichnen die verwendeten Primerpaare
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Abb. 3.6: KoRV-env-spezifische Two-Step RT-PCR zur Bestimmung der Nachweisgrenze (Ver-
diinnung von 293-KoRV-Uberstand in Nuklease-freiem Wasser)

Nach Klarung von Funktionalitat und Nachweisgrenze der Methodik wurden Exkremente infi-
zierter Tiere gesammelt. Aus diesen wurde, wie unter 2.2.5.1 und 2.2.5.2 beschrieben, RNA
isoliert. Letztere wurde sequenzspezifisch in cDNA umgeschrieben und in eine Standard-
PCR eingesetzt. Wie in Abb. 3.7 zu sehen, wird virales Erbgut mit dem Kot ausgeschieden.
Da die RT-minus-Kontrolle jedoch positiv war, muss man davon ausgehen, dass dies in
Form von Provirus-DNA geschieht, die beispielweise in das Genom von Darmepithelzellen

integriert sein kénnte.
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Abb. 3.7: KoRV-env- (links) und pol-spezifische Two-Step RT-PCR (rechts) nach Isolation viraler
RNA aus Kot- und Urinproben von Ratten der Gruppe 87 und 140, die Urinprobe wurde einem Tier der Gruppe 87
entnommen, Negativkontrolle = Wasser, 5/6 und 13/14 stehen fir die verwendeten Primerpaare

Im Falle von Urin und Speichel konnte zu keiner Zeit ein KoRV-spezifisches Signal erhalten
werden, und auch in anderen Kotproben war kein Virusnachweis moglich. Als weiterer An-
satz wurde die Resuspension von Kot in Zellkulturmedium (D-MEM) gewdhlt. Die Suspensi-
on wurde daraufhin zentrifugiert, der Uberstand sterilfiltriert und auf naive 293-Zellen gege-
ben. Auch diese Vorgehensweise gab jedoch keinen Aufschluss tber die Anwesenheit von

Viruspartikeln im Kot infizierter Ratten.

3.1.4 Provirusnachweis in Blut und Organen infizierter Ratten

Nachdem der Nachweis freier Viruspartikel nicht gelungen war, stellte sich die Frage, ob in
Blut und Organen betroffener Ratten Provirussequenzen nachgewiesen werden kénnen. Aus
Ratten-PBMCs sowie Herz, Leber, Lunge, Ovar, Niere, Milz und zum Teil auch Gehirn wurde
deshalb, wie unter 2.2.3.13 geschildert, genomische DNA isoliert und diese in eine PCR ein-
gesetzt. Die Abb. 3.8 und Abb. 3.9 zeigen deutlich, dass ein konstanter Provirusnachweis im
Blut infizierter Tiere (Rotationsversuch) nicht mdglich ist. Zu erwéhnen ist dabei, dass die

Proben im Abstand von etwa zwei Monaten entnommen und analysiert worden sind.
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Abb. 3.8, Abb. 3.9: KoRV-env-spezifische PCR auf genomischer DNA aus PBMCs, 1-12 bezeich-
nen die Tiere des Rotationsversuches, links: Abnahme vom 28.11.06, rechts: Abnahme vom 01.02.07; Positiv-
kontrolle = unv. genom. Koala-DNA, Negativkontrolle = Wasser

In friheren Experimenten hatte sich gezeigt, dass KoRV nach Stimulation mit Phytoha-
magglutinin (PHA) in infizierten PBMCs exprimiert wird und durch Infektion naiver 293-Zellen

nachgewiesen werden kann (Fiebig et al., 2006). Aus diesem Grund wurde eine Kokultivie-
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rung von PBMCs und naiven 293-Zellen in Anwesenheit von PHA angesetzt, wobei jedoch
kein infektioses Virus isoliert werden konnte. Das Koala-Retrovirus konnte demnach im Blut
infizierter Ratten nur selten in Provirusform und nie in Form von Partikeln gezeigt werden.
Auch der Provirusnachweis in Organen infizierter Tiere war inkonstant. Wie die Gruppen-
nummern zeigen, handelte es sich bei den untersuchten Tieren um Ratten gleichen Alters.
Wahrend jedoch fast alle Organe der Ratte 86/3 ein positives KoRV-Signal zeigten, waren
die Organe der Tiere 87/4 und 88/4 negativ. In allen Fallen war zudem, wie schon zuvor fir
die Tiere des Rotationsversuches gezeigt, kein Provirus im Blut zu finden (Abb. 3.10, Abb.
3.11).
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Abb. 3.10: KoRV-env-spezifische PCR auf genomischer DNA aus Organen der Ratte 86/3, Posi-
tivkontrolle = unv. genom. Koala-DNA, Negativkontrolle = Wasser
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Abb. 3.11: KoRV-env-spezifische PCR auf genomischer DNA aus Organen der Ratten 87/4
(links oben) und 88/4 (rechts oben), Positivkontrolle = unv. genom. DNA des Koalas Birubi, Negativkontrol-
le = Wasser

Da der Provirusnachweis unsicher war, sollte zur Absicherung der Ergebnisse sowie zur
besseren Einschatzung der eingesetzten DNA-Mengen eine KORV-GAPDH-Duplex-PCR auf
genomischer Ratten-DNA etabliert werden. Dazu wurden Ratten-GAPDH-spezifische Primer
sowie eine Verdinnungsreihe KoRV-infizierter ratl-Zellen (Zelllysat) hergestellt. Wahrend
beide Einzelsignale (HEX und FAM bzw. GAPDH und KoRV env) mit hoher Linearitat aufge-
nommen werden konnten, kam es zur Unterdriickung der KoRV-Reaktion, sobald beide
PCRs in einem Ansatz stattfinden sollten (Abb. 3.12, Abb. 3.13; man beachte die unter-

schiedliche Skalierung der Ordinate). Zusammenfassend kann man also sagen, dass die E-
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tablierung einer Duplex-PCR zwar nicht moglich war, die bestehende (humane) GAPDH-
PCR jedoch erfolgreich an die Rattensequenzen adaptiert werden konnte. Bei Bedarf wurde
die GAPDH-PCR im Anschluss an die KoRV-env-spezifische PCR durchgefiihrt.

y =0,9007x + 27,7 y =1,0829x + 14,846
R?=0,991 X R? = 0,9965
oF =lIkT -
S 34 o 22 /
S 33 e S 21
& 321 3 20 /
- 314 S 19
S 301 S 18 /
@ 29— @ 17
o o8 [Ty =
~
27 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ = 15 ; ‘ T T : . ‘
unv. 1:2 1:4 1:8 1:16  1:32  1:64 1:128 unv. 1:2 1:4 1:8 1:16  1:32  1:64 1:128
Verdinnungsstufe Verdiinnungsstufe

Abb. 3.12, Abb. 3.13: Real-time PCR auf Zelllysat KoRV-infizierter rat1-Zellen, links: KoRV-env-
spezifische PCR, rechts: GAPDH-spezifische PCR

Die Real-time PCR auf DNA aus den Rotationsratten sowie den Ratten 86/3, 87/4 und 88/4
hatte das gleiche Ergebnis, wie die Standard-PCR (Abb. 3.8 - Abb. 3.11). Nur die PBMCs
der Ratte 8 sowie die Organe der Ratte 86/3 (Niere, Lunge, Ovar) waren positiv, wobei die
Banden nach Gelextraktion und Sequenzierung eindeutig als KoRV env identifiziert werden
konnten. Generell ist zu sagen, dass der Provirusnachweis nur in solchen Tieren gelang, die
bereits sehr lange, also seit etwa zwei Jahren, mit dem Koala-Retrovirus infiziert waren. Das

positive Ergebnis der Ratte 3 konnte in der Real-time PCR nicht reproduziert werden.

3.1.5 Charakterisierung / Optimierung bestehender Real-time PCR- Systeme

Um die Quantifizierung der Provirusintegration zu verbessern, wurden verschiedene Real-
time-PCR-Systeme (Fiebig et al., nicht vertffentlicht; Tarlinton et al., 2006) charakterisiert
und optimiert. Dabei wurden verschiedene Annealing-Temperaturen und Reaktionsgemi-
sche, speziell unterschiedliche MgCl, -Konzentrationen, ausprobiert. Die PCRs wurden je-
weils auf Verdinnungsreihen genomischer Koala-DNA (Coolongalook, s. 3.4) durchgefihrt,
wobei zunéchst die Ausgangskonzentration photometrisch bestimmt und anschlie3end 1:2
Verdinnungen angesetzt wurden. Trotz unterschiedlicher Fragmentlangen (330 bp (Fiebig et
al.) vs.110 bp (Tarlinton et al., 2006)) lagen die Effizienzen der beiden PCRs dicht beieinan-
der, namlich bei 79.8% fur das Primerpaar p5/p6 (Ko-5-fw / Ko-6-rev) und bei 76.5% fir das
Primerpaar p13/p14 (KoRV T for / KoRV T rev) (Abb. 3.14). Bei Einsatz grol3erer MgCl, —
Mengen stieg zwar die Effizienz beider PCRs durch Stabilisierung der Sondenbindung, un-

spezifische Signale nahmen jedoch zu.
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Abb. 3.14: Vergleich zweier Real-time-PCRs, blaue Vierecke: KoRV-env-spezifische PCR (Fiebig et
al., nicht veroffentlicht), rosa Vierecke: KoRV-pol-spezifische PCR (Tarlinton et al., 2006)

Zur Bestimmung der Nachweisgrenzen sowie der zellassoziierten Viruslast wurde ein Stan-
dardplasmid kloniert und durch die Restriktionsendonuclease Pstl linearisiert (pCal-n mit
KoRV-rp15E). AnschlieBend wurde die DNA-Konzentration photometrisch, die Kopienzahl
dagegen rechnerisch bestimmt und eine Verdinnungsreihe in Zweierschritten hergestellt, die
einen Bereich von 50000 bis 0.01 Kopien pro Ansatz umfasste. Diese wurde wiederum in die
KoRV-env-spezifische Real-time-PCR eingesetzt (Abb. 3.15). Unter Zuhilfenahme der unter
2.2.3.3 aufgefuihrten Formel konnte fir die Reaktion eine Effizienz von 82.3% ermittelt wer-
den, was sehr gut mit der oben berechneten Effizienz von 79.8% Ubereinstimmt. Die Nach-

weisgrenze konnte auf 195 Kopien pro Ansatz festgelegt werden.
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Abb. 3.15: Standardverdinnungsreihe des linearisierten rp15E-tragenden pCal-n-Vektors

3.2 Wirtsspektrumanalyse in vitro
Bisher war bekannt, dass KoRV humane Nierenzellen (HEK 293) und T-Lymphozyten (CEM,

C8166) sowie Rattenfibroblasten (ratl) in vitro infizieren kann (Fiebig et al., 2006). Um das
Wirtsspektrum in vitro zu erweitern und so potenzielle Intermediarwirte fir die Ubertragung
des Virus zu identifizieren, wurden verschiedene Zelllinien mit KoRV-haltigen Zellkulturtiber-
standen inkubiert. Um eine produktive Infektion aufzuzeigen, wurden wiederum die Uber-
stande der jeweiligen Zellen sterilfiltriert und auf naive 293-Zellen gegeben. Nach etwa drei
Wochen wurden aus allen Zellen Zelllysate hergestellt und letztere in eine KoRV-env-

spezifische PCR eingesetzt. Zusatzlich zu den oben genannten, auch Rhesusaffen-, Nerz-,
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Katzen-, Schweine- und Drosophilazelllinien sowie Ratten- und humane PBMCS in vitro infi-
ziert werden, wobei die Mehrheit sogar infektidse Viruspartikel produziert. Hamster-, Moski-
to-, Maus- und Schimpansenzelllinien sowie Pavian-PBMCs kénnen dagegen nicht infiziert

werden (Tab. 3.1).

Tab. 3.1: Wirtsspektrumanalyse in vitro

Zelltyp Infektion | produktive Infektion
CHO (Hamster) - -
C6/36 (Moskito) - -
3T6 (Maus) - -
EB176 (Schimpanse) - -
EB176/5° - -
GHOST (Mensch) + +
LLCMK?2 (Rhesusaffe) + +
Mv1LUMINK (Nerz) + +
Pavian-PBMCs - -
PG4 (Katze) +
PK15 (Schwein) +
primare humane PBMCs + nicht getestet
+
+

primére Ratten-PBMCs nicht getestet
S2 (Drosophila) +

Da sich gezeigt hatte, dass porzine Nierenzellen, welche naturgemaf mit PERV infiziert,
auch mit KoRYV infizierbar sind, sollte im Folgenden untersucht werden, ob umgekehrt auch
KoRV-infizierte Zellen mit PERV infiziert werden konnen. Ziel des Versuches war es, he-
rauszufinden, ob Rezeptorinterferenzmechanismen bei der Koinfektion eine Rolle spielen.
Aus diesem Grund wurden KoRV- beziehungsweise PERV-A/C-infizierte 293-Zellen mit dem
jeweils anderen Virus inkubiert und nach etwa einer Woche mittels Lyse-PCR ermittelt, ob
eine Infektion stattgefunden hat. Diese Vorgehensweise wurde auch fur naive 293-Zellen
gewahlt, um die Infektiositat des Virus sicherzustellen. Es zeigte sich, dass KoRV-infizierte
Zellen mit PERYV infiziert werden kénnen und umgekehrt (Abb. 3.16, Abb. 3.17).
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Abb. 3.16: PERV-env-spezifische PCR auf Zelllysaten zur Untersuchung méglicher Rezeptorinterfe-
renzmechanismen bei Koinfektion mit KoRV und PERYV, Positivkontrolle = 293/5°, Negativkontrolle= Wasser
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Abb. 3.17: KoRV-env-spezifische PCR auf Zelllysaten zur Untersuchung méglicher Rezeptorinterfe-
renzmechanismen bei Koinfektion mit KoRV und PERYV, Positivkontrolle = verdiinnte genom. DNA des Koalas
Kambara, Negativkontrolle = Wasser sowie hitzeinaktiviertes Virus (KoRV (95°C))

Im Anschluss wurde geprift, ob nach gelungener Koinfektion rekombinante Viren gebildet
werden bzw. Koverpackung der unterschiedlichen viralen Genome stattfindet. Zu diesem
Zweck wurden die Uberstande sterilfiltriert und auf naive rat1-Zellen gegeben, welche dafiir
bekannt sind, nicht mit PERYV infizierbar zu sein. Die entsprechenden Zelllysate wurden dar-
aufhin unabhéngig voneinander in KoRV- und PERV-spezifische PCRs eingesetzt (Abb.
3.18). Es wird deutlich, dass die ratl-Zellen ausschlie3lich mit KoRV infiziert werden, sich
also offensichtlich kein Co-Packaging und keine Rekombination ereignet. Neben der PERV-
env-spezifischen PCR wurde zur Absicherung eine PERV-pol-spezifische PCR durchgefihrt,

die das gleiche Ergebnis zeigte.
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Abb. 3.18: KoRV- (links) und PERV-env-spezifische PCR (rechts) auf rat1-Zelllysaten, Positivkon-
trollen = 293 KoRV bzw. 293/5°, Negativkontrolle = Wasser sowie naive 293- und ratl-Zellen

3.3 Einfluss des Komplementsystems auf eine KoRV-Infektion
Fujita et al., 2002 und Quinn et al., 2004 konnten nachweisen, dass das humane Komple-

mentsystem in der Lage ist, PERV zu inaktivieren. Als Ausléser der klassischen Komple-
mentaktivierungskaskade gelten dabei die im Serum enthaltenen Galal-3Gal-Antikorper. Es
stellte sich deshalb die Frage, ob das Komplementsystem auch eine KoRV-Infektion verhin-
dern kann. Aus diesem Grund wurden humane und Ratten-PBMCs jeweils als Duplikate mit
verschiedenen Uberstanden inkubiert: Ein Ansatz enthielt 10% fetales Kalberserum (FKS)
und intaktes Virus (Positivkontrolle), ein anderer 33% autologes unbehandeltes Serum sowie

intaktes Virus, ein weiterer 33% autologes dekomplementiertes Serum und intaktes Virus
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und ein letzter 10% FKS sowie hitzeinaktiviertes Virus (Negativkontrolle). Nach einer Woche
wurde der Versuch ausgewertet, wobei sich herausstellte, dass dekomplementiertes im Ver-
gleich zu unbehandeltem Serum nicht in der Lage ist, KORV zu inaktivieren. Das Serum mit
intaktem Komplementsystem dagegen kann den Zelleintritt im Falle von Ratten-PBMCs voll-
standig, im humanen System nur teilweise inhibieren (Abb. 3.19). Dabei ist von Bedeutung,

dass das verwendete Virus aus 293-Zellen isoliert wurde und damit keine Galal-3Gal-
Epitope auf der Oberflache trug.

M 10% FK5 33% auto- . hitzeinakti 33% dekompl. PK M
foges Serm | wiertes Virus  autologes Serum
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Abb. 3.19: KoRV-env-spezifische PCR auf Zelllysaten zur Untersuchung der Komplementbeteiligung an
der KoRV-Inaktivierung, Positivkontrolle = unv. genom. Koala-DNA

3.4 Proviruslast in Koalas einer Zuchtkolonie
Ziel dieses Versuches war die Ermittlung der Proviruslast in PBMCs aus Koalas einer ge-

meinsamen Zuchtkolonie in San Diego, Kalifornien. Dabei wurden die Blutproben grof3ten-

teils aus dem Zoo Duisburg, aber auch aus dem Antwerpener Zoo bezogen (Abb. 3.20).

Zoo Dishurg Zoo Anbiwerpen
Allora G Birubi & Kambara & kangu ¢ Coolongalook &
14.02.01 26.10.54 22.07.92 07.06.93 16.05.54

Abb. 3.20: Alter, Geschlecht und Aufenthaltsort der untersuchten Individuen, unter den Tieren sind
jeweils die Daten der Geburt aufgefiihrt

Die aus antikoaguliertem Blut isolierten DNA-Proben wurden zunéchst auf eine einheitliche
Konzentration von 0.5 ng/ul eingestellt und anschlieBend 1 pl in eine Real-time-PCR einge-
setzt. Letztere wurde mit den unter 3.1.5 benannten Primerpaaren durchgefihrt, um eine
Tendenz unter den Tieren aufzuzeigen. Da jedoch ausschlieflich fiir das Primerpaar p5/p6
eine Standardverdinnungsreihe zur Verfigung stand, konnte nur diese fir die Berechnung
der Kopienzahl genutzt werden. Dabei wurde wie folgt vorgegangen: In der Annahme, dass

pro Genom 3 x 10° Basenpaare vorliegen und ein Basenpaar ein Molekulargewicht von 660
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g/mol aufweist, wurde zunédchst das Gewicht des Genoms mit 3.29 x 10™? g ermittelt, woraus
folgte, dass die eingesetzten 0.5 ng 152 Genomen entsprachen. Der fir die jeweilige Probe
ermittelte Cr-Wert wurde mit dem C-Wert der Standardverdiinnungsreihe verglichen und die
entsprechende Kopienzahl durch 152 dividiert. Fur Allora konnte die Zahl der Proviren auf
140 pro Genom festgelegt werden, fur Birubi auf 370, fir Coolongalook auf 125, fir Kambara
auf 230 und fur Kangu auf 45 (Abb. 3.21).
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Abb. 3.21: Anzahl der KoRV-Kopien pro Zelle, die Tiere sind nach ihrem Alter sortiert

Um die Korrelation zwischen Alter und Proviruslast der untersuchten Tiere zu prifen, wurden
der Korrelationskoeffizient r nach Pearson sowie, wegen der geringen Stichprobengrol3e, der
Rangkorrelationskoeffizient R nach Spearman und Kendalls Tau berechnet. Im ersten Fall
erhalt man eine Korrelation von r = 0.428. Die Signifikanzprifung mittels t-Test (Bortz, 1989)
ergibt t = 0.82 < ts, 3 rg) = 2.35 und somit keinen signifikanten Zusammenhang zwischen
beiden Variablen. Auch fur die Rangkorrelationskoeffizienten bestatigt sich dieses Ergebnis:
R = 0.3; fur einen Stichprobenumfang von 5 hatte R mindestens 0.9 betragen missen, um
signifikant zu sein; t = 0.20; fur Signifikanz ware ein Wert von > 0.70 erforderlich gewesen
(Krause und Metzler, 1988). Eine Altersabhéngigkeit der Proviruslast ist also nicht zu erken-

nen.

3.5 Verringerung der Virusreplikation in vitro
In der Zellkultur hatte sich bei Titrationsversuchen gezeigt, dass KoRV-infizierte 293 Zellen

nach etwa einem Monat die Virusreplikation stark verringern, genauer die TCID50/ml von
1140 auf 113 infektiose Partikel abfiel. Ziel der nachfolgenden Experimente war deshalb die

Erforschung der Ursache dieses plétzlichen Abfalls.

3.5.1 Inkubation mit 5-Aza-2‘-desoxycytidin und 5-Brom-2‘-desoxyuridin
Da zunachst vermutet wurde, dass die Verringerung der Virusreplikation mit einer durch

DNA-Methylierung und / oder Histon-Deacetylierung verursachten Verringerung der

60



3. Ergebnisse

Transkription zusammenhangen konnte, wurden die betroffenen 293-Zellen drei Tage lang
mit den Basenanaloga 5-Aza-2'-desoxycytidin (Aza; 5 pM, 10 uM) zwecks DNA-
Demethylierung sowie 5-Brom-2‘-desoxyuridin (BrdU; 5 uM) zwecks Histon H3-Acetylierung
inkubiert. AnschlieRend wurde die TCID50/ml des Uberstandes durch Titration ermittelt. Es
zeigte sich, dass die Behandlung der Zellen mit Aza und BrdU nur eine unwesentliche Erho-
hung der Virusreplikation zur Folge hatte und samtliche TCID50s weit unter dem Ausgangs-
wert von 1140 blieben (Abb. 3.22). Damit liegt die Vermutung nahe, dass weder eine DNA-
Methylierung noch eine Histon-Deacetylierung als eindeutige Ursache fir die Verringerung
der Virusreplikation in Frage kommen. Dennoch muss festgestellt werden, dass 5 uM BrdU

im Vergleich zu 5 uM Aza eine noch geringere Wirkung auf die Virusreplikation haben.
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Abb. 3.22: Bestimmung der TCID50/ml von Zellkulturiiberstanden nach Titration auf 293-Zellen,
Negativkontrolle = 0 uM Aza; Positivkontrolle = Virus nach einer Woche Kultivierung

3.5.2 Sequenzierung des KoRV-env

Bei der Sequenzierung des KoRV-env nach etwa vier Wochen in Kultur hatte sich beim Ver-
gleich mit der von Hanger et al., 2000 veréffentlichten Sequenz eine Mutation im Bereich der
Schnittstelle zwischen SU und TM gezeigt. Wahrend an der besagten Stelle in der Hanger-
Sequenz ein Serin vorkommt, ist dieses in der aktuellen Sequenzierung durch ein Prolin er-
setzt. Bei Prolin handelt es sich um eine zyklische Iminosdure, der, anders als dem Serin,
nach Bildung der Peptidbindung, kein H-Atom fir eine Wasserstoffbriicke zur Verfigung
steht. Zudem sind fir die Peptidbindung cis- und trans-Konformation mdglich. Deshalb wurde
vermutet, dass die Prozessierung des Vorlauferproteins auf Grund sterischer Veranderungen
nicht stattfindet und die Viruspartikel folglich nicht mit den korrekten Oberflachenproteinen
ausgestattet werden. Beim Vergleich mit der Sequenz von Fiebig et al., 2006, die auf der
DNA eines schnell replizierenden Virus angefertigt wurde, zeigte sich allerdings, dass das
Prolin vor der Schnittstelle keinen Einfluss auf die Prozessierung und Virusreplikation haben
kann (Abb. 3.23).
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Sequenz Fiebigetal 2006 HPEATESCULCLALGPPYYEGIATFGOVIYASTDS ACRUGGROKLTLTEVIGLOLCIGRYFPTHUHLCNLTI FLEASHTH
akfuelle SeQUENZIEMNG oo oo oo oo oo -KGKLTLTEVSGLGLCIGRVPPTHUHLCN LTI PLEASHTH
Sequenz Hangeretal. 2000 NPEATESCULCLALGPPYVEGIATPGOVIYASTDS ICRUGGKGKLTLTEVSGLGLCI GEVE PTHOHLCNLTT PLEASHTH
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410 420 430 440 450 460 470 430

1 L 1 Il L Il
MTACHSGLTPCLATSVFNOSNDFCIQIQLYPRIVYHPD GTLLOAYESE PVSLTLAVLLGLGVAL
WTACNSGLTPCLATSVINQANDFCIOIQLVPRIVYHPD GTLLOAYESE PVSLTLAVLLGLGVAN
WACNSGLTPCLATS VNG SNDFCIQIQLVPRIVYHFD GTLLOATESE PVSLTLAVLLGLGVAN

F Y

Sequenz Fiebig et 2/, 2006 EYLLPS
ahktuelle Sequenzicrung FYLLPS

Sequenz Hanger et &, 2000 EYLLES

490 2500 510 520 530 540 550 560
; :

1 L L 1 Il L L
Sequenz Fiebigetal. 2006 FTETGSTALIKGPIDLOEGLTSLOIAMDTDLRALODSISKLEDS LTS LSEVVLONREGLDLL FLEEGGLCAALFEECT
aktuelle Sequenzierung FIGTGSTALIKGPIDLGLGLTSLOIAMDTDLEA

Sequenz Hangerst sl 2000 BIGTGSTALIKGPIDLOEGLTALOIAMDTDLRALOD S ISKLED LTS LIEVVLQNRRGLDLLFLEEGGL CAALKEECCEY

Abb. 3.23: Vergleich von KoRV-env-Sequenzen, rote Pfeile markieren die Schnittstelle der zellularen Pro-
tease zwischen SU und TM, an Position 459 befindet sich der Austausch Serin-Prolin

3.6 Etablierung eines KoRV p27Gag Capture ELISAs
Sowohl im Western Blot (Abb. 3.24) als auch im ELISA (Abb. 3.25) hatte sich gezeigt, dass

wahrend einer KoRV-Infektion im Vergleich zu pl15E nur geringe Immunantworten gegen
gp70 entwickelt werden.
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Abb. 3.24: Western Blot Rotationsversuch, der rote Rahmen markiert die geringe Immunantwort KoRV-
infizierter Rotationsratten gegen rgp70, 7.5 pg KoRV rp15E sowie 10 pg KoRV rgp70 aufgetragen, Seren 1:250
verdunnt
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Abb. 3.25: ELISA Rotationsversuch zum Vergleich von Immunantworten gegen gp70 und p15E in KoRV-
infizierten Rotationsratten, Seren 1:250 verdiinnt, 150 ng KoRV rgp70 gecoated
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Bei der Diagnose retrovirologischer Infektionen ist es jedoch ublich, ein Ergebnis abzusi-
chern, also wenigstens zwei Antigene beziehungsweise Reaktionen des Immunsystems ge-
gen diese nachzuweisen. Um die immunologischen Nachweissysteme zu vervollstandigen
und um eine Bestimmung der Viruslast in Seren zu erméglichen, wurde mit der Etablierung

eines Gag Capture ELISAs begonnen.

3.6.1 Vorbereitungen

Beim Capture ELISA werden die gegen das Antigen gerichteten Primarantikérper entweder
aus zwei verschiedenen Spezies gewonnen oder aus einer Spezies, wobei einer der beiden
Antikdrper direkt POD-gekoppelt sein muss (s. 2.2.7.6). Da bereits ein Ziegen-
Immunisierungsserum gegen KoRV p27Gag vorhanden war, auf die Platten allerdings ein
monoklonaler (oder wenigstens aufgereinigter) Antikorper gecoated werden sollte, musste
vor Beginn der Experimente zunachst untersucht werden, ob die verfigbaren Antikorper ge-
gen Gag mdglicherweise Kreuzreaktivitat zeigen. Fir die monoklonalen Antikorper gegen
FeLV p27Gag von Serotec und Biodesign (s. 2.1.8) konnte keine Reaktion nachgewiesen
werden. Die mitgetesteten polyklonalen anti-FeLV p27Gag Antikdrper von Biodesign und das
aus einer Ziege gewonnene gegen PERV p27Gag gerichtete Immunisierungsserum erkann-
ten zwar das Antigen, waren auf Grund der Diversitat der enthaltenen Antikdrperpopulatio-

nen zum Coaten aber ebenso wenig geeignet, wie das anti-KoRV p27Gag-Serum.

Deshalb wurden KoRV-p27Gag-Fragmente (Fragment 1: 311 bp, Fragment 2: 323 bp) mit
BamHI und EcoRI in pCal-n kloniert und exprimiert. Im Anschluss sollte eine Kopplung der-
selben an Sepharose sowie die affinitdtschromatographische Aufreinigung des anti-KoRV
p27Gag-Serums stattfinden. Es war auRerdem geplant, die Antikérper des Serums in zwei

Gruppen zu unterteilen, wovon eine Gruppe POD-gekoppelt werden sollte.

3.6.2 Expression und Aufreinigung der rekombinanten p27Gag-Fragmente

Nachdem die Klonierung der beiden p27Gag-Fragmente erfolgreich abgeschlossen war,
folgte die Expression der rekombinanten Proteine in E. coli BL21. Der Nachweis der Uberex-
pression gelang mittels SDS-PAGE (Abb. 3.26) und Western Blot (Abb. 3.27), wobei jedoch

auch deutlich wurde, dass die beiden Fragmente unléslich waren (s. Uberstande).
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Abb. 3.26: SDS-PAGE der Uberexprimierten Gag-Fragmente, Coomassie-Farbung

Abb. 3.27: Western Blot der tUberexprimierten Gag-Fragmente, Serum Ziege 33 (KoRV p27 Gag)
1:500 verdiuinnt, DAB-Entwicklung; beide Abbildungen dienen der Kontrolle der korrekten Gag-Fragment-
Uberexpression, v.1. und n.l. stehen furr vor bzw. nach Induktion, 1 und 2 bezeichnen die verschiedenen Fragmen-
te, Ust steht fur Uberstand nach Sonifikation

Da eine Kopplung an aktivierte Sepharose nun nicht mehr mdglich war, wurde die urspriing-
liche Strategie im Folgenden derart verandert, dass die rekombinanten Proteine mit 0.3%
SDS aus dem Bakterienpellet ausgewaschen, mit Methanol / Aceton gefallt und in Ratten

appliziert wurden.

3.6.3 Aufreinigung von p27Gag-Antikdrpern aus Ziegen- und Rattenserum

Um die vorhandenen Immunisierungsseren in einen Capture ELISA einsetzen beziehungs-
weise an eine Peroxidase koppeln zu kdénnen, musste zunachst eine Aufreinigung der
p27Gag-Antikorper stattfinden. Da eine Affinitdtschromatographie Uber Sepharose nicht in
Frage kam, wurden die Gag-Fragment-haltigen Bakterienpellets auf Polyacrylamidgele auf-
getragen, die Proteine auf Nylonmembranen transferiert, die entsprechenden Banden mit
dem Skalpell ausgeschnitten und die Blotschnipsel mit den p27Gag-Immunisierungsseren
aus Ziege (s. 3.6.1) und Ratte (s. 3.6.2) inkubiert. Die gebundenen Antikdrper wurden mit Hil-
fe eines niedrigen pH-Wertes eluiert und der Erfolg der Elution wiederum durch einen Wes-
tern Blot Uberpruft. Trotz des Ausschneidens der Gag-Fragment-Bande wurden auch Anti-
kérper gegen bakterielle Proteine aus dem Serum isoliert (Nebenbanden, Abb. 3.28). Den-
noch kann man davon ausgehen, dass zumindest eine Aufreinigung des Serums erreicht
wurde. Da sich das gleiche Bild fir die Rattenseren bot, ist nur der Ziegen-Kontrollblot dar-

gestellt.
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Abb. 3.28: Western Blot zur Kontrolle der Antikdrperaufreinigung, die Proteine von Interesse laufen
in etwa auf Hohe der 17 kDa-Bande, Eluate 1:100 verdiinnt, Positivkontrolle = Ziege 33 (KoRV p27 Gag) 1:500
verdiinnt, F1 und F2 stehen fiir die Fragmente, DAB-Entwicklung

3.6.4 Test des Systems

Die eluierten Antikérper wurden im Folgenden auf ELISA-Platten gecoated, als Antigen-
haltige Probe wurde 293 / KoRV-Zelllysat eingesetzt. Als Kontrollen wurden Zelllysat naiver
293-Zellen, PBS und FKS mitgefuhrt, das Eluat der jeweils anderen Spezies wurde als zwei-
ter Primarantikorper verwendet. In allen Féllen und fir jedwede Kombination fiel das Signal
gleichermal3en positiv aus, es waren also keine Unterschiede zwischen Positiv- und Nega-
tivkontrollen festzustellen. Da jedoch die Sekundarantikérperkontrolle kein solches Signal
lieferte, muss davon ausgegangen werden, dass der zweite Primarantikbrper gecoatete Se-

rumbestandteile und nicht spezifisch das Antigen erkannt hat.

3.7 Immunisierungsstudie

3.7.1 Vorbereitungen

In friheren Experimenten hatten sich mit rekombinantem p15E neutralisierende Antikdrper
gegen Gammaretroviren induzieren lassen (Fiebig et al., 2003; Langhammer et al., 2005).
Dabei und auch bei Experimenten mit den HIV-neutralisierenden Antikérpern 2F5 und 4E10
hatte sich herausgestellt, dass ein Konformationsepitop an der Induktion neutralisierender
Antikorper beteiligt ist. Von Lorizate et. al., 2006 und Hager-Braun et al., 2006 waren Interak-
tionen zwischen Fusionspeptid und membrannahen Sequenzen postuliert worden, wahrend
Fiebig et al., 2005 eine Interaktion membranproximaler Sequenzen mit einem Bereich kurz
vor der N-terminalen Helix beschrieben.

In Anlehnung an Versuche mit FeLV und PERV (s.0.) konnten neutralisierende AK gegen
KoRV induziert werden, deren Wirkung jedoch nur bei einer Serumverdinnung von 1:8
nachzuweisen war (Fiebig et al., 2006). Es stellte sich im Folgenden also die Frage, ob eine
N-terminale Verlangerung des rekombinanten KoRV pl5Es starkere Immunantworten her-
vorrufen kann. Aus diesem Grund wurden Vorwartsprimer entworfen, die zu einer Verlange-

rung des Ausgangskonstruktes um sechs beziehungsweise sieben Aminosauren fuhrten. Die
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Konstrukte wurden daraufhin tber BamHI und EcoRI in den Expressionsvektor pCal-n klo-

niert und in E. coli BL21 transformiert. In Abb. 3.29 sind die verschiedenen Proteine schema-
tisch dargestellt.

KoRV p15E, BamHI / EcoRI-kloniert

A4 Cys-Cys-loop

g E2
Transmembran-
domane

N+6

N+12
N+13
M+25

Endodomane

COOH

Abb. 3.29: Schematische Darstellung der rekombinanten KoRV p15E-Konstrukte

3.7.2 Expression und Aufreinigung der rekombinanten p15E-Konstrukte
Nachdem die rekombinanten Konstrukte durch Sequenzierung uberpruft worden waren, er-
folgte die Expression in E. coli BL21. Vorinduktions- und Nachinduktionskontrolle sowie Pel-
let und Uberstand nach Sonifizierung wurden auf ein Polyacrylamidgel aufgetragen, wodurch
sich zeigte, dass die Expression zwar erfolgreich gewesen war, die Loslichkeit der Proteine
jedoch mit zunehmender Lange abnahm (s. Uberstande, Abb. 3.30 links). Die vier Proteine
p15E ohne Extension, pl5E N+6, N+12 und N+18 wurden im Anschluss affinitdtschroma-
tographisch Uber Calmodulin-Sepharose aufgereinigt, das N+25 haltige Pellet dagegen nur
ausgewaschen. Reinheit und Ausbeute der Proteine wurden mittels SDS-PAGE charakteri-
siert und mit einem Lysozymstandard von 6-1 ug verglichen (Abb. 3.30 rechts). Die Protein-
mengen betrugen durchschnittlich 300 pg/ml.
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Abb. 3.30: SDS-PAGE nach Expression (links) bzw. vor Immunisierung (rechts), Kontrolle von U-
berexpression, Loslichkeit und Reinheit der fiinf N-terminal verlangerten Konstrukte; P = Pellet, U = Uberstand
nach Sonifikation, +6 bis +25 stehen fir die Anzahl der angeh&ngten Aminoséauren, 6-1 bezeichnen die Konzent-
rationen des Lysozymstandards in pg, o. = p15E ohne Extension, Coomassie-Farbung
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3.7.3 Untersuchung der Antikorperantwort in Western Blot und Neutralisation-
sassay

Die rekombinanten Proteine wurden daraufhin in Ratten appliziert (s. 2.2.7.1) und die Immu-
nisierungsseren in Western Blot und Neutralisationsassay auf ihre Reaktivitat hin untersucht.
Der Versuch wurde zur Absicherung der Resultate parallel an zwei verschiedenen Standor-
ten durchgefihrt: am RKI sowie am BfR. Fur alle Tiere der unterschiedlichen Gruppen konn-
ten pl15E-Antikorper im Western Blot nachgewiesen werden(Abb. 3.31, Abb. 3.32). Dieses
Bild zeigte sich in beiden Féllen, so dass nur die Blots der RKI-Studie dargestellt sind.
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Abb. 3.31: Western Blot zur Testung der Immunisierungsseren auf p15E-Antikdrper, Seren 1:500
verdinnt, 7.5 pg rpl5E aufgetragen, DAB-Entwicklung

kDa
72—

55 —

40 —

P15E M+12 p15E M+18 p15E M+25
33— | 1
24 = f 1 0 10 1

17—

1=

Abb. 3.32: Western Blot zur Testung der Immunisierungsseren auf p15E-Antikdrper, Seren 1:500
verdinnt, 7.5 pg rpl5E aufgetragen, DAB-Entwicklung

Um im Folgenden mogliche Differenzen zwischen den einzelnen Gruppen feststellen zu kén-
nen, wurden die Seren auf ihre Neutralisationsfahigkeit getestet. Bereits eine erste optische
Prifung der erstellten Diagramme (Abb. 3.33, Abb. 3.34) lie3 darauf schlieRen, dass keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen bestehen. Um diesen Eindruck zu unter-
mauern, wurden beide Neutralisationsassays einer unifaktoriellen Varianzanalyse unterzo-
gen. Fur die Immunisierungsstudie am RKI ergab sich ein F-Wert von 1.29, fiir die Studie am
BfR ein F-Wert von 1.37. Da beide Werte unter dem kritischen Wert fso, 415) = 3.24 liegen,

muss angenommen werden, dass zwischen den Mittelwerten der funf Gruppen keine signifi-
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kanten Unterschiede vorliegen. Ein Einfluss des Fusionspeptides konnte demnach in keiner

der beiden Studien beobachtet werden.
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Abb. 3.33: KoRV-Neutralisationsassay Immunisierungsstudie RKI, Positivkontrolle = Ziege 46 (KoRV
p15E), Negativkontrolle = Ziege 52 (PERV gp70-Fragmente), Seren 1:10 verdinnt
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Abb. 3.34: KoRV-Neutralisationsassay Immunisierungsstudie BfR, Positivkontrolle = Ziege 46 (KoRV
p15E), Negativkontrolle = Ziege 52 (PERV gp70-Fragmente), Seren 1:10 verdinnt

3.7.4 Epitopkartierung

Von den abgenommenen Seren wurde jeweils eins pro Gruppe in eine Epitopkartierung (s.

2.2.7.4) eingesetzt und die Ergebnisse in schematischer Form zusammengefasst (Abb.

3.35). Zu sehen ist, dass die Mehrzahl der Proteine Antikdrper gegen die Epitope E1
(GPIDLQQG) und E2 (SWYEGWFN) induziert hat, dass aber zum Teil auch Antikérper ge-
gen die immunsuppressive Domane (LQNRRGLDLLFLKEGGL) des transmembranen Hiill-

proteins gebildet werden.
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Abb. 3.35: Epitopkartierung, Abgleich mit der Sequenz der Ektodoméne des KoRV p15E, Seren 1:750 ver-
dunnt

Beim Vergleich der Epitopkartierungen von Immunisierungs- und Infektionsseren féllt auf,
dass bei ersteren meist nur die beiden oben genannten Epitope erkannt werden, wahrend
letztere viele verschiedene Abschnitte des pl5Es erkennen, die Antikdrperpopulation dort

also wesentlich heterogener ist (Abb. 3.36).
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Abb. 3.36: Vergleichende Darstellung zweier Epitopkartierungen, Immunisierungsserum (oben)
1:750, Infektionsserum (unten) 1:500, in der Mitte ist die Ektodomé&ne des KoRV p15E mit den entsprechenden
Antikdrper-Bindungsstellen (rote Balken) schematisch dargestellt
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4. Diskussion

4.1 Untersuchung der Ubertragungswege des Koala-Retrovirus

4.1.1 ,Rotationsversuch®/ Isolation viraler RNA aus Kot, Urin und Speichel

Bei allen Ratten trat im Verlauf des Versuches eine Zunahme der Antikorpertiter gegen p15E
ein. Da die uninfizierten Tiere der Rotationsgruppe (lll) bereits friih, also nach etwa drei Wo-
chen, eine Reaktion zeigten, konnte man von einer Ubertragung des Koala-Retrovirus durch
Kot und Urin infizierter Ratten ausgehen. Es ist bekannt, dass zu Beginn retroviraler Infektio-
nen eine Virdmie auftritt und eine starke Immunantwort induziert wird, die sich im weiteren
Verlauf auf einem mittleren Niveau einpendelt (s. Tiere 10, 11, 12). Ungewdhnlich ist, dass
die Tiere 1, 3 und 4 der Kontrollgruppe | eine sehr starke Immunantwort gegen p15E aus-
pragten, obwohl sie nicht mit Kot, Urin oder Speichel infizierter Tiere in Kontakt kamen. Eine
mogliche Erklarung dafir konnte sein, dass beim Reinigen der Tiere Streu und Staub aufge-
wirbelt wurden, denen Kot- und Urinreste anhafteten und dass die Ratten der Kontrollgruppe

diesen Feinstaub und damit das Virus einatmeten.

Die Gesundheitszeugnisse der Versuchstiere und PCR-Analysen hatten gezeigt, dass die
Tiere mit Pasteurella pneumotropica, einem opportunistischen, Gram-negativen Bakterium
(Jawetz, 1948), infiziert waren. Daraus folgte die Vermutung, dass die bakterielle Infektion
zur Aktivierung eines endogenen Rattenvirus (RaLV = Ratten-Leukamievirus, Teitz et al.,
1971; Oroszlan et al., 1972; Tsuchida et al., 1974) fuhren kdnnte, welches die pl15E- Anti-
kérperantworten induziert. Gerade im Bereich des transmembranen Hullproteins besteht eine
weitgehende Homologie zum KoRV (GenBank accession number M77194 (Lee et al., 1998)
bzw. AF151794 (Hanger et al., 2000)). Verénderte transkriptionelle Aktivitaten nach Patho-
genbefall sind beispielsweise auch fir humane endogene Retroviren (HERVS) im Zusam-
menhang mit Toxoplasma gondii (Frank et al., 2006) und Herpes Simplex Virus Typ | (Rup-
recht et al., 2006) beobachtet worden. Die RaLV-Aktivierung wére zum einen Uber ein bakte-
rielles Toxin (zur Familie der Pasteurellaceae gehdrt z.B. auch Pasteurella multocida, wel-
ches das potente Mitogen PMT ausscheidet), aber auch tber die fir Gram-negative Bakteri-
en ublichen Lipopolysaccharide (LPS) mdglich, wobei es zur Induktion von Signaltransdukti-
onskaskaden und zur Aktivierung von Transkriptionsfaktoren kommt (Orth et al., 2005 und
2007, Bjorkbacka et al., 2004). So konnte in vitro gezeigt werden, dass PMT (2 pg/ml, Sig-
ma-Aldrich) die RaLV-Expression in ratl-Zellen verstarkt (Fiebig et al., nicht veréffentlicht).
Alternativ dazu konnte eine gegen Pasteurellen gerichtete Immunantwort zur Aktivierung des
Ratten-Leukamievirus geftihrt haben. So ist von Stoye und Moroni 1983 die verstarkte Ex-
pression eines endogenen Maus-Retrovirus nach Stimulation von Lymphozyten mit B-Zell-
Mitogenen beschrieben worden, von Stauffer et al., 2001 dagegen die Transkription einer

HERV-K18-Sequenz (humanes endogenes Retrovirus) nach IFNa-Stimulation von T-Zellen
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und von Tacke et al., 2003 die PERV-Expression (porzines endogenes Retrovirus) nach Sti-
mulation porziner PBMCs mit PHA. Der zuletzt genannte Versuch simuliert die Aktivierung
des Immunsystems, wie sie zum Beispiel hach einer Xenotransplantation stattfinden kénnte.
Weiterhin ist auch méglich, dass durch Rekombinationen, Superinfektionen oder Reinsertio-
nen verklrzte KoRV-Varianten mit dem endogenen Retrovirus replikationskompetente Viren
gebildet haben, wie dies von Villanueva et al. 2003 fir Mo-MuLV und RaLV festgestellt wur-
de. Es ist ebenfalls vorstellbar, dass flr die Tiere durch die tagliche Rotation beziehungswei-
se Anwesenheit der Tierpfleger eine Stresssituation entstanden ist, die zu einer verstarkten
Virusaktivitat (KoRV und / oder RaLV) gefihrt und entsprechend eine verstarkte Immunreak-
tion nach sich gezogen haben kénnte (Albrecht et al., 1990). Um die Aussage, KORV wirde
Uber Kot und Urin infizierter Tiere auf nicht infizierte Ratten Gibertragen werden, abzusichern,
missten in Zukunft definierte Infektionen tber den Nasen-Rachenraum oder Schlundsonden
durchgefiihrt werden. AuRerdem misste die Uberlebensdauer freier Viruspartikel ermittelt
werden, um die Hypothese der Ubertragung via Streu und Staub stitzen zu kénnen. Zum
Zwecke der Untersuchung des Zusammenhangs zwischen Pasteurelleninfektion und p15E-
spezifischen Antikérpern, misste der Versuch in pasteurellenfreien Ratten wiederholt wer-

den.

Bisher ist es nur einmal gelungen, das Koala-Retrovirus in Kotproben nachzuweisen. Da die
RT-minus-Kontrolle jedoch positiv war, muss man davon ausgehen, dass provirale DNA, die
beispielweise in das Genom von Darmepithelzellen integriert sein kdnnte, ausgeschieden
wird. Aus Urin- und Speichelproben war keine Virusisolation mdglich, was hochstwahrschein-
lich auf die geringe Probengrdl3e zurtickzufiihren ist. Die Enthahme von Urinproben gestalte-
te sich auf Grund des schreckhaften Verhaltens der Tiere auf3erst schwierig, so dass die
Mdglichkeit gréRere Urinmengen zu sammeln und diese etwa in der Ultrazentrifuge aufzu-
konzentrieren nicht bestand. Im Falle der Speichelproben ware es womaoglich vonnéten ge-
wesen, die Wattetupfer zunéchst in einer Zellsupension (z.B. naive 293-Zellen) zu inkubieren

um eine Virusvermehrung zu ermdglichen.

Da sich beim ,Rotationsversuch” die Frage nach RalLV gestellt hatte, wurden RaLV-env-
spezifische Primer entworfen, und diese auf den mit oligo dT-Primern umgeschriebenen
cDNA-Proben getestet. Das Ergebnis war durchaus Uberraschend, weil sich zeigte, dass alle
exemplarisch aus einer Gruppe (I-1ll) genommenen Kotproben in mehr oder weniger grolien
Mengen RaLV-RNA enthielten. Dieses Resultat spricht fur eine induzierte RaLV-Expression,
wobei nicht klar ist, ob diese durch die Pasteurellen-Infektion (ausgeschiedene Toxine oder

Immunreaktion der Tiere) oder die KoRV-Infektion hervorgerufen wurde.
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Es lasst sich auf Grund des momentanen Kenntnisstandes, keine sichere Aussage Uber den
Einfluss von RaLV auf die Immunreaktion der untersuchten Ratten treffen. Sicher ist zumin-
dest, dass die KoRV-env-PCR spezifisch ist und keine RaLV-env-Sequenzen erkennt, da in
solch einem Fall zum Beispiel die aus Rattentumoren etablierten Zelllinien T85 und T145 (s.
Abb. 3.5), in denen RalLV naturgemal endogen ist, ein Signal hatten liefern missen. Der
KoRV-Nachweis in den Kotproben der Ratten aus Gruppe 87 und 140 kann demnach als zu-

verlassig angesehen werden.

4.1.2 Provirusnachweis und Tumorbildung in infizierten Ratten

Der Provirusnachweis in Blut und Organen infizierter Tiere vergleichbaren Alters und ver-
gleichbarer Behandlung mittels Standard- und Real-time-PCR war nicht einheitlich. Es muss
festgestellt werden, dass die positiv getesteten Ratten mit hochinfektiosen Zellkulturiiber-
standen beziehungsweise produktiv infizierten Zellen inokuliert wurden, wéhrend die (nicht
infizierten) Tiere im Rotationsversuch geringeren infektiosen Dosen ausgesetzt waren. Zu-
dem waren die ersteren etwa zwei Jahre alt, so dass bei diesen die Ubertragung innerhalb
der Gruppe eher méglich und die Infektion (z.B. auch in Organen) wahrscheinlich weiter fort-
geschritten war. Weshalb in den Organen der Tiere 87/4 und 88/4 kein Provirus nachgewie-
sen werden konnte, ist unklar. Dass im Blut der neu infizierten Tiere des Rotationsversuches
kein Provirus entdeckt werden konnte, ist nicht weiter verwunderlich, da schon Fiebig et al.,
2006 der Nachweis 21 Tage post infektionem nur in 33% der Félle gelungen und nach ins-
gesamt 63 Tagen Uberhaupt nicht mehr mdglich war. Ein Grund dafur kénnte der schnelle
Umsatz von Blutzellen sein: Wenn das Knochenmark nicht infiziert ist, so sind bei abklingen-

der Viramie auch die neugebildeten Blutzellen nicht infiziert.

Retroviren im Allgemeinen, aber auch Gammaretroviren im Speziellen, sind in der Lage,
Tumorwachstum zu induzieren. So konnte beispielsweise schon 1970 von Abelson und
Rabstein gezeigt werden, dass durch Insertion des zellularen Gens c-abl in das Genom von
Moloney-Maus-Leukadmie-Viren die akut transformierenden Abelson-Maus-Leukdmie-Viren
entstehen. Bei Menschen wurde beispielsweise die Beteiligung eines murinen Retrovirus bei
der Entstehung von Prostatakarzinomen vermutet (XMRV; Urisman et al., 2006).

Nach Beginn der Infektionsversuche mit KoRV traten gehauft Tumoren auf. Von zehn expe-
rimentell mit KoRV infizierten Ratten entwickelten acht Tiere Geschwiire, welche als Fibro-
sarkome und Fibroadenome identifiziert wurden. Gro3e und Gewicht der veranderten Gewe-
be variierten dabei betrachtlich. Das Koala-Retrovirus fihrt in Koalas zu Neoplasien, die
hauptséchlich auf der Integration des Provirus in das Wirtsgenom beruhen, aber durch Re-
kombinationen mit anderen Retroviren, Interaktionen mit somatischen Mutationen des Wirtes

oder Koinfektionen mit Viren anderer Genera beginstigt werden konnten. Des weiteren
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scheint KoRV im Vergleich zu anderen endogenen Retroviren nicht stabil zu sein, da in Koa-
las auf3ergewdhnlich groe Mengen an defekten Proviren gefunden wurden (Hanger et al.,
2000). Theoretisch besteht demnach die Moéglichkeit, dass zellulare Protoonkogene zusam-
men mit dem viralen Genom in Viruspartikel verpackt wurden und es so zur Entstehung
transformierender Viren gekommen ist. Weiterhin ist méglich, dass durch die geringe Stabili-
tat der proviralen KoRV-Sequenzen und Rekombinationsprozesse eine Genominstabilitéat
verursacht wurde oder dass (Re)insertionen die Aktivitdit von Onkogenen bzw. Tumor-

suppressorgenen beeinflusst haben (Klein, 2002).

Bei der verstarkten Tumorentstehung kénnte wiederum die Pasteurellen-Infektion eine Rolle
spielen. Wenn die Expression des endogenen Retrovirus RalLV durch Pasteurella pneu-
motropica aktiviert wiirde, ware denkbar, dass, wie von Lee et al. 1998 beschrieben, das zel-
lulare Gen c-ras in das RaLV-Genom integriert und das transformierende Virus RaSV (Ras-
heed Rat Sarcoma Virus) entsteht (Abb. 4.1). Naturlich wéaren in diesem Fall auch Rekombi-
nationen zwischen RaLV / RaSV und KoRV mdglich. Durch den erhdhten RaLV-Titer konnte
sich auch die Wahrscheinlichkeit der Virusintegration vor / in Onkogenen und Tumor-

suppressorgenen erhéhen.

- U5 < MA - U5
L gag pol env
, [ |
RalV | o] EH] Eﬁ 1 " 7/ R ﬁ

X1 X2
c-ras E f [E

v-Ra-ras —_

X X5 X gag pol
44 | (EcaRl)

RasV LTR

L3

RalV 12 123 150 RaLV
R’ H P

Abb. 4.1: Ubersicht iber RaLV- und c-ras-Sequenzen, die an der Bildung des RaSV beteiligt
sind (Lee et al., 1998), X1-X6 stehen fiir die vorhandenen Exons, wobei nur X3-X6 codierend sind; das v-Ra-
ras Onkogen besteht aus drei Doménen, zwei sind vom RaLV abgeleitet, eine vom c-ras-Protoonkogen

Es ist klar, dass man letztendlich auch eine spontane Entstehung der Tumoren ohne Virus-
einfluss nicht ausschliel3en kann (Poteracki und Walsh, 1998). Diese Variable ist jedoch au-
Berst unwahrscheinlich, wenn man sich vor Augen fihrt, dass 98.5% aller Tiere im Untersu-
chungszeitraum von Anfang 2001 bis Anfang 2006 tumorfrei blieben (insgesamt 658 Ratten)

und das gehaufte Auftreten erst nach Beginn der KoRV-Experimente zu beobachten war.

4.2 Wirtsspektrumanalyse in vitro
Bisher war bekannt, dass KoRV humane Nierenzellen und T-Lymphozyten (CEM, C8166)

sowie Rattenfibroblasten (ratl) in vitro infizieren kann (Fiebig et al., 2006). In der vorliegen-
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den Arbeit konnte das Wirtsspektrum in vitro um Rhesusaffen-, Nerz-, Katzen-, Schweine-
und Drosophilazelllinien sowie Ratten- und humane PBMCS erweitert werden. Die Mehrheit
der positiv getesteten Zellen war zudem produktiv infiziert, was bedeutet, dass in diesen Vi-
ruspartikel gebildet wurden, die wiederum in der Lage waren, naive 293-Zellen zu infizieren.
Besonders hervorgehoben werden sollte, dass auch die Drosophila-Epithelzelllinie produktiv
infiziert war, grundsatzlich also eine Vermehrung des Virus in Zellen des Darmes oder der
Speicheldrisen von Insekten denkbar ist. Da Drosophila sich nicht blutsaugend ernahrt,
wurden auch Moskitozellen auf ihre Infizierbarkeit hin untersucht. Dabei zeigte sich jedoch,
dass diese nicht als Wirtszellen geeignet waren. Eine mdgliche Ursache hierfur ist, dass die
Zelllinie C6/36 aus ganzen Larven gewonnen wurde, es sich also unter Umstédnden um ein
Zellgemisch handelte und eine ndhere Charakterisierung der Zelltypen (des Zelltyps) nétig
gewesen ware. Des weiteren sind Moskitos holometable Insekten, was bedeutet, dass die
Larven eine vom adulten Tier verschiedene Morphologie, eine andere Erndhrungsweise und
einen anderen Stoffwechsel haben. Daraus resultiert, dass womdglich erst wahrend der Me-
tamorphose Zellen entstehen, die suszeptibel fir eine KoRV-Infektion sind bzw. Rezeptoren
differentiell exprimiert werden, die eine Interaktion ermdglichen. Eine Insektenbeteiligung bei
der Transspezies-Transmission zwischen Koalas und Gibbons, wie sie von Hanger et al.
2000 vermutet wurde, ist vor diesem Hintergrund nicht unwahrscheinlich. Um diese Vermu-
tung abzusichern, ware es im Folgenden sinnvoll, in vitro-Experimente mit charakterisierten
Moskitozelltypen durchzufiihren. Diese sind unter anderem deshalb erfolgversprechend, weil
fur HIV-1 (Adamson et al., 2003 a), HIV-2 (Luo et al.,1990) und MuLV (Adamson et al., 2003
b) eine Reifung von virus-like particles in Insektenzelllinien beobachtet werden konnten.
Auch waren in vivo-Versuche mit Larven oder adulten Fruchtfliegen und Moskitos auf virus-
haltigem Nahrmedium / Blut von Bedeutung, wobei abgeklart werden kdnnte, ob eine Ver-
mehrung des KoRYV in Darm- und / oder Speicheldriisenepithelzellen sowie eine externe U-
bertragung des Virus durch Anhaften an Koérper oder GliedmalRen mdglich ist. Weiterhin
kénnte man in vivo-Untersuchungen mit Zecken, Wanzen oder FI6hen, den Ubertragern be-
deutender Krankheiten, durchfihren. Beispielsweise konnte gezeigt werden, dass FeLV im
Darm von Fléhen und in deren Blutmahlzeit iberleben kann und so ein potenzieller Vektor
viraler RNA ist (Vobis et al., 2003).

Hamster-, Maus- und Schimpansenzelllinien sowie Pavian-PBMCs konnten nicht infiziert
werden. Dieses Ergebnis war im Fall der Mauszelllinie 3T6 nicht Uberraschend, da sich be-
reits in friheren Experimenten herausgestellt hatte, dass die ahnliche Mauszellline 3T3 (bei-
des sind Fibroblastenzelllinien) sich nicht infizieren lasst (Fiebig et al., 2006). Was die Hams-
terzellen angeht, muss beachtet werden, dass die verwendete Zelllinie aus Ovarien stammt

und somit keine Aussage Uber die Suszeptibilitdt somatischer Hamsterzellen méglich ist. Fur
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HIV ist beispielsweise bisher auch nur eine exogene Ubertragung, nicht aber eine Integration
in das Genom von Zellen der Keimbahn beschrieben worden. Da die Ovarien der infizierten
Ratte 86/3 positiv auf provirale KORV-Sequenzen getestet wurden, lasst sich eine Endogeni-
sierung im Nagetiermodell nicht grundséatzlich ausschlieRen. Sie sollte aber zumindest kri-
tisch betrachtet werden, wenn man bedenkt, dass der Nachweis in den Tieren 87/4 und 88/4
nicht erbracht werden konnte (s. 3.1.4 und 4.1.2). Warum sich Pavian-PBMCs und die
Schimpansenzelllinie EB176 nicht infizieren lieRen, ist auf Grund der phylogenetischen Néhe
zum Menschen unklar. Hierbei scheint es sich nicht um ein Problem des Tropismus, sondern
eher um ein Problem bei der Kultivierung der Suspensionszellen gehandelt zu haben. Das
eng verwandte PERV beispielsweise ist in der Lage, Zellen verschiedener nicht-humaner
Primaten, darunter auch primére Pavian-PBMCs, in vitro zu infizieren (Specke et al., 2001).
Dabei muss jedoch bemerkt werden, dass die Infektionsversuche mit Polybren durchgefiihrt

wurden, wodurch das Ergebnis manipuliert worden sein konnte.

Es bleibt abschlielend zu erwahnen, dass bei einer KoRV / PERV-Koinfektion von 293-
Zellen keine nachweisbare Rekombinantenbildung und kein Co-Packaging auftraten. Das fir
die Infektion verwendete Isolat PERV/5° ist selbst ein rekombinantes Virus, das zu grol3en
Teilen aus PERV-C-Sequenzen besteht, aber durch den PERV-A-env-Abschnitt die Fahig-
keit erlangt, humane Zellen zu infizieren (Wilson et al., 1998 und 2000). Da beide Viren glei-
chermal3en in der Lage waren, 293-Zellen als Wirtszellen zu nutzen, scheint kein Selekti-
onsdruck entstanden zu sein, der die Etablierung einer Rekombinante oder eine Koverpa-
ckung beginstigt hatte. Es besteht die Méglichkeit, dass unter den urspriinglich PERV- und
KoRV-infizierten Zellen noch uninfizierte waren, dass also, anders formuliert, die Ausgangs-
Zellpopulation nicht zu 100% infiziert war. Daraus wirde folgen, dass die vermeintliche Koin-
fektion eine Infektion mit nur einem der beiden Viren war und somit weder Rekombination
noch Co-Packaging stattfinden konnten. Diese Mdglichkeit ist zwar unwahrscheinlich, weil
die entsprechenden Zellen im Vorfeld bereits sehr lange in Kultur waren, dennoch misste

man zur Sicherheit den Versuch mit einem jeweiligen single-cell-Klon wiederholen.

4.3 Einfluss des Komplementsystems auf eine KoRV-Infektion
Bei der klassischen Komplementaktivierung bindet zunéchst Faktor C1q an einen Antigen-

Antikorper-Komplex oder direkt an Komponenten der Pathogenoberflache. Es folgen C1r und
s, welche daraufhin die nachfolgende Kaskade aktivieren. C2b und C4b bilden eine dem Pa-
thogen an haftende C3-Konvertase, die C3 in C3a und b spaltet. C3b bindet an die Patho-
genoberflache sowie Komplementrezeptoren auf Phagozyten und ermdglicht so die Phago-
zytose des Pathogens. C3b bildet auRerdem im Verbund mit der C3-Konvertase die soge-

nannte C5-Konvertase. C5a, wie auch C3a, ist ein Mediator lokaler Entziindungsprozesse,
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C5b hingegen lost die spate Komplementkaskade (Aktivierung von C6 bis C9) und damit die
Lyse des Pathogens aus. Der MB-Lektin-Weg ist homolog zum klassischen Aktivierungsweg,
wobei MASP-1 und 2 C1r und s entsprechen. Das Mannan-bindende Lektin bindet an Man-
nose und andere Zucker auf der Pathogenoberflache (MASP = MBL-associated serine pro-
tease) und l6st dadurch die oben beschriebene Reaktionsfolge aus. Der alternative Weg wird
durch die spontane Hydrolyse einer Thioesterbindung in C3 initiiert, woraufhin C3(H,O)Bb,
eine ldsliche C3-Konvertase, entsteht (Abb. 4.2).
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Abb. 4.2: Schematische Darstellung der Komponenten und Effektormechanismen des Kom-
plementsystems (modifiziert, www.med.uio.no)

Bereits in den 70er Jahren war bekannt, dass Gammaretroviren durch das im humanen Se-
rum enthaltene Komplementsystem lysiert werden kdnnen. Cooper et al. und Bartholomew et
al. stellten 1976 bzw. 1978 fest, dass diese Lyse nach Aktivierung des klassischen Weges
auftritt, wobei das p15E der Virusoberflache direkt als Rezeptor fur die Komponente Clq
dient und nicht zwingend spezifische Antikorper beteiligt sind. Neben dem klassischen Akti-
vierungsweg wird in geringerem Ausmalf auch der alternative Weg tber Faktor B begangen.
Fujita et al. (2002) und Quinn et al. (2004) konnten zeigen, dass auch PERV Uber die klassi-
sche Komplementkaskade inaktiviert wird, allerdings unter der Beteiligung von Galal-3Gal-

Antikérpern, welche nur in humanen und einigen nicht-humanen Primaten vorkommen.

Ziel des Versuches war es herauszufinden, ob das Komplementsystem auch eine KoRV-
Infektion verhindern kann. Tatsachlich ist deutlich geworden, dass nicht nur humanes Serum
sondern auch Ratten-Serum in der Lage ist, KORV komplement-vermittelt zu inaktivieren und
die Infektion von PBMCs abzuwehren. Die Beteiligung des Komplementsystems wird dabei
durch die Hitzeempfindlichkeit des Versuches belegt. Da das eingesetzte Virus auf humanen

293-Zellen kultiviert worden war, trug es keine Galal-3Gal-Epitope auf der Oberflache, so
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dass die Komplementkaskade entweder durch direkten Kontakt von C1q mit der Virusober-
flache oder auf einem der anderen beiden Wege aktiviert worden sein muss. Bei Mensch
und Ratte kénnten unterschiedliche Wege induziert worden sein, was durch weitere Experi-
mente, wie z.B. Depletion / Rekonstitution von Faktor B, C1q, C2 oder C4, Absattigung oder
Zerstorung der viralen Oberflachenproteine sowie Immunoprazipitationsstudien naher unter-

sucht werden musste.

4.4 Proviruslast in Koalas einer Zuchtkolonie
Die Proviruslast in verschiedenen Koalas einer gemeinsamen Zuchtkolonie in San Diego

wurde mit Hilfe des optimierten Real-time-PCR-Systems vermessen. Die meisten der unter-
suchten Koalas leben derzeit im Zoo Duisburg, wobei Mannchen und Weibchen aulRerhalb
der Paarungszeit getrennt gehalten werden, wie es auch ihrem naturlichen Verhalten ent-
spricht. Wie schon von Tarlinton et al., 2005 fir eine Kolonie in Australien geschildert, exis-
tiert keine Korrelation zwischen Alter und Provirusintegration. Birubi beispielsweise weist ei-
ne anderthalb-fach héhere Kopienzahl auf als Kambara, der zwei Jahre junger ist, und Allora
hat dreimal mehr provirale Kopien ins Genom integriert als Kangu, welche ebenfalls zwei
Jahre junger ist. Da im Rattenmodell gezeigt wurde, dass das Virus exogen Ubertragen wer-
den kann und auch fur Koalas eine fortschreitende Ausbreitung beschrieben wurde, ist frag-
lich, inwieweit eine exogene Ubertragung zwischen den untersuchten Tieren stattgefunden
hat. In der Annahme, dass beide Geschlechter gleichermalRen mit exogenem Virus in Kon-
takt gekommen sind, bleiben als Ursache fir die unterschiedlichen Proviruslasten verschie-
den wirksame Abwehrmechanismen der Provirusintegration (zum Beispiel Trim1 und 5a (tri-
partite motif; Sebastian und Luban, 2007) sowie APOBEC3 (apolipoprotein B mRNA editing
catalytic polypeptide; Franca et al., 2006)) oder unterschiedlich schwere Vorbelastungen
(z.B. bakterielle Infektionen), die eine de novo-Integration begtinstigen. Méglicherweise ha-
ben die Koalas aber auch eine bestimmte (die im Experiment ermittelte) Proviruslast von ih-
ren Eltern geerbt und Superinfektionen mit exogenem Virus werden nun durch Rezeptorinter-
ferenzmechanismen verhindert. Diese Hypothese wird durch Versuche von Oliveira et al.,
2006 gestutzt, welche zeigen, dass die eng verwandten Viren GaLV und KoRV die Expressi-
on desjenigen Rezeptors herunterregulieren, der auch dem konkurrierenden Virus den Ein-
tritt in die Zielzelle erméglicht. Denkbar ist auch, dass wahrend des Stillens verschieden
starke Viruslasten auf die Nachkommen Ubertragen werden, wobei ebenfalls die oben ge-
nannten Mechanismen greifen wirden. In weiteren Versuchen muissten deshalb Kopienzah-
len der entsprechenden Nachkommen bestimmt werden, um zu sehen, ob sich ein Mittelwert
aus den Resultaten der Eltern ergibt (Vererbung nach den Mendelschen Regeln) und eine
eventuelle Erhéhung der Proviruslast im Zeitverlauf durch regelmaflige Blutabnahmen ver-

folgt werden.
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4.5 Verringerung der Virusreplikation in vitro
In KoRV-infizierten 293 Zellen verringert sich nach etwa einem Monat die Virusreplikation

drastisch. Als Ursache dafur wurden zwei unterschiedliche Mechanismen angenommen: zum
einen die Inaktivierung der proviralen Sequenz(en) durch gene silencing, zum anderen die
Veranderung der Proteinstruktur der viralen Hullproteine, welche Auswirkungen auf die Bin-
dung der Wirtszelloberflache wéhrend des Infektionsprozesses haben konnte.

Die differentielle Genexpression dient neben der Regulation genetischer Aktivitaten (zum
Beispiel wahrend der Embryonalentwicklung) auch dem Schutz des Wirtsgenoms vor
Transposons und Viren. Dabei kann es zu DNA-Methylierungen, aber auch Histonmethylie-
rungen, -deacetylierungen und -phosphorylierungen kommen (Knippers, 2006). Im Falle ei-
ner DNA-Methylierung beispielsweise ragt die Methylgruppe am Cytosin der Dinucleotidfolge
CpG in die grof3e Rinne der DNA, was eine Verdrangung von Transkriptionsfaktoren oder die
Bindung von Proteinen mit Methyl-CpG-Bindedomanen zur Folge hat. Zu den letzteren ge-
hort unter anderem das Protein MeCP2, das wiederum zu Histondeacetylasen (HDAC) und
Histonmethyltransferasen (HMT) Kontakt aufnimmt (Fuks et al., 2003). Zudem kdnnen Re-
pressoren entweder direkt oder vermittelt Uber Korepressoren Kontakt zu allgemeinen
Transkriptionsfaktoren aufnehmen und so ebenfalls Histondeacetylasen rekrutieren. Die
Deacetylierung positiv geladener Lysinseitenketten in Histonen fihrt zu einer starkeren An-
ziehung der negativ geladenen DNA und damit zur Verdichtung der Chromatinstruktur (Knip-
pers, 2006). Um die Beteiligung einer DNA-Methylierung im Falle der verringerten KoRV-
Replikation zu prifen, wurde eine passive Demethylierung mit Hilfe des DNA-
Methyltransferase-Inhibitors 5-Aza-2'-desoxycytidin vorgenommen, bei der die normale repli-
kationsabhangige Methylierung unterdriickt wurde. Um dagegen den Anteil einer Histon-
Deacetylierung zu untersuchen, wurde BrdU eingesetzt, welches mit solchen zellularen Pro-
teinen interferiert (also deren Funktion beeintrachtigt), die die CpG-Methylierung in Histon-
Deacetylierung Ubersetzen (siehe oben; Fan et al., 2005). Beide Basenanaloga konnten die
KoRV-Transkription allerdings nicht signifikant anheben, was darauf schlieRen lasst, dass,

falls gene silencing der richtige Ansatz ist, andere Mechanismen beteiligt sein missen.

Beispielsweise kdnnte es sich um Histonmethylierungen handeln, die durch ChIP-Assays
(Chromatin Immunoprecipitation) genauer untersucht werden kénnten. Dabei misste natir-
lich darauf geachtet werden, dass Histonmethylierungen sowohl aktivierend als auch repri-
mierend wirken kénnen. Histonmodifikationen kdnnten ebenso durch Einsatz von Inhibitoren
der entsprechenden Histonmethyltransferasen, Histonacetyltransferasen (HAT) sowie

Histonkinasen in Erfahrung gebracht werden.
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Ein weiterer Mechanismus, der theoretisch fur die verringerte Menge viraler Transkripte ver-
antwortlich sein kénnte, ist die Zerstérung viraler mRNAs durch das System des nonsense-
mediated decay (NMD). Gerade im Hinblick auf die gro3e Zahl an verkiirzten Proviren in Ko-
alas (s. 4.1.2), ware es moglich, dass die Transkription zum Beispiel von zellularen Promoto-
ren ausgeht, woraufhin verstimmelte KoRV-Transkripte ins Cytosol gelangen und dort durch
Polyadenylat-Ribonuklease beziehungsweise Exonukleasen erkannt werden wirden. Ferner
ist vorstellbar, dass RNA-Interferenz-Mechanismen von Bedeutung sind. Beispielsweise
kénnte durch intramolekulare Faltung der Transkripte von Viren oder Transposons dop-
pelstrangige RNA entstehen, die im Anschluss prozessiert und in RITS-Komplexe (RNA-
induced initiation of transcriptional gene silencing) integriert wiirde, woraufhin die Rekrutie-
rung von DNA-Methyltransferasen sowie die Stilllegung der proviralen Sequenz erfolgte. Ge-
nauso gut ware eine posttranskriptionelle Genregulation durch RNA-Interferenz denkbar,
wobei es in RISCs und miRNPs zur Spaltung der mRNA beziehungsweise zur Repression

der Translation kommen kénnte (Knippers, 2006).

Was die Sequenzierung angeht, ist fraglich, ob die Mutation von Glutamin zu Leucin in der
N-terminalen Helixregion des p15E-Anteils (dem putativen E1-Epitop) eine Rolle spielt. Wah-
rend die Amid-Seitengruppen des Glutamins an Wasserstoffbriicken teilnehmen, sind die
nichtreaktiven Seitengruppen des Leucins fur hydrophobe Bindungen im Protein charakteris-
tisch. Moglicherweise kommt es durch den Aminosdureaustausch zu Konformationsande-
rungen / zur Stérung der helikalen Struktur, welche sich negativ auf die unter 1.1.4.3 geschil-
derten Vorgange bei der Fusion zellularer und viraler Membranen auswirken kénnten. So
ware ein Einfluss auf die unter 4.7.2 ausfuhrlich diskutierte Interaktion von E1 und E2 denk-

bar.

Es muss festgehalten werden, dass in den infizierten 293-Zellen keine homogene Viruspopu-
lation vorliegt und Integrationen an verschiedenen Orten des Wirtsgenoms mdoglich sind.
Deshalb kdnnten gleichzeitig mehrere unterschiedliche Mechanismen bei der Verringerung
der Virusreplikation wirken und weitere Sequenzierungen wirden verschiedene Resultate
zur Folge haben.

Eine weitere Moglichkeit kdnnte sein, dass es zum Verlust virusproduzierender Zellen durch
einen programmierten Zelltod gekommen ist. Dabei muss zwischen einem Schutzmecha-
nismus der Zellen zur Vorbeugung der Virusreplikation und einer Virus-induzierten Apoptose
unterschieden werden. So sind beispielsweise murinen Leukamieviren (Kim et al., 2002; Na-

nua und Yoshimura, 2004), aber auch HIV-1 (Cheng et al., 2007) apoptogene Eigenschaften
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zugeschrieben worden. Es scheint also abschlieend eine Vielzahl von Faktoren an der Ver-

ringerung der Virusreplikation beteiligt zu sein.

4.6 Etablierung eines KoRV p27Gag Capture ELISAs

Zur Vervollstandigung der immunologischen Nachweissysteme und zur Bestimmung der Vi-
ruslast sollte ein KoRV p27Gag Capture ELISA etabliert werden. Dieses Vorhaben konnte
jedoch bisher nicht umgesetzt werden, da es an ausreichend aufgereinigten beziehungswei-
se monoklonalen Antikdrpern fehlte. Auf Grund der Unldslichkeit der rekombinanten p27Gag-
Fragmente war deren Kopplung an Sepharose und damit eine Isolation / Trennung von Anti-
korperpopulationen aus anti-p27Gag-Ziegenserum durch Affinitatschromatographie nicht
maoglich. (Die Reaktivitat des Ziegenserums konnte sowohl im Western Blot als auch im ELI-
SA (nicht gezeigt) nachgewiesen werden, so dass eine Aufreinigung theoretisch denkbar
gewesen ware) Das Problem der Hydrophobizitat sollte unter anderem durch neue p27Gag-
Konstrukte umgangen werden, in denen einige der hydrophoben Aminosauren ausgetauscht
oder entfernt wurden. Jedoch stellten sich auch diese rekombinant hergestellten Proteine als
unléslich und somit ungeeignet heraus (nicht gezeigt). Da sich in friheren Experimenten er-
geben hatte, dass das komplette KoRV p27Gag l6slich ist, muss es durch die Stiickelung in
zwei Fragmente und damit einhergehende Konformationsanderungen zur Exposition hydro-
phober Aminosauren gekommen sein, welche im nativen Protein durch hydrophile Amino-
sauren abgeschirmt werden. Um die Proteine in Losung zu bringen, wurden sie mit 0.3%
SDS (zwecks Micellenbildung) aus den entsprechenden Bakterienpellets herausgewaschen.
Die anschlie3end geplante Aufreinigung Gber Calmodulin-Sepharose war jedoch unmaglich.
Um dberhaupt eine Aufreinigung von Ziegen- und Rattenimmunisierungsseren zu erreichen,
wurden dieselben auf Blotschnipsel mit dem dazugehérigen Antigen gegeben und die Anti-
kérper mit niedrigem pH eluiert. Es zeigte sich bald, dass in allen gecoateten Eluaten neben
Antikdrpern noch weitere Proteine enthalten sein mussten, die durch die Bestandteile des
jeweils anderen Eluats (zweiter Primarantikoérper) erkannt wurden. Hierbei scheinen in der
SDS-PAGE auf HOhe der Antigenbande bakterielle Proteine komigriert zu sein, die nach dem
Blotten mit aus der Membran geschnitten wurden. Da sowohl Ziegen als auch Ratten mit re-
kombinant in E. coli produzierten Proteinen immunisiert wurden, konnte eine Immunantwort

gegen bakterielle Bestandteile nicht ausgeschlossen werden.

Um in Zukunft einen Capture ELISA etablieren und anwenden zu kdnnen, misste zum Bei-
spiel KoRV p27Gag als komplettes, losliches Protein hergestellt, Uber Affinitditschroma-
tographie gereinigt und dann an aktivierte Sepharose gekoppelt werden, wodurch eine Auf-
reinigung der vorhandenen Ziegen- und Rattenimmunisierungsseren mdoglich wirde. Eine

alternative Methode ware weiterhin die Produktion monoklonaler Antikérper gegen KoRV

80



4. Diskussion

p27Gag oder die Fragmente durch Hybridomazellen, die dann als Capture-Antikdrper einge-
setzt oder an Peroxidase gekoppelt werden kénnten. Auf Grund der bereits vorgenommenen
Immunisierung von Ratten wére dieses Vorgehen in Kirze moglich. Beide Alternativen be-
stehen auch fiir PERV p27Gag, welches 66% Ubereinstimmung zum KoRV p27Gag aufweist

(s.u.).

PERV PLRTYGPPIPGGQLQPLQYWPFSSADLYNWKTNHPPFSEDPQRLTGLVESLMFSHQPTWDDCQQLLQ
KoRV PLRAVGPPAEPNGLVPLQYWPFSSADLYNWKSNHPSFSENPTGLTGLLESLMFSHQPTWDDCQQLLQ

PERV TLFTTEERERILLEARKNVPGADGRPTQLQNEIDMGFPLTRPGWDYNTAEGRESLKIYRQALVAGLV
KoRV VLFTTEERERILLEARKNVLGVNGAPTQLENL INEAFPLNRPQWDHNTAEGRERLLVYRRTLVAGLK

PERV RGPSRRPHNLGKLTDFTQAPNAPPSVFLKAFMKPFRRFTPFDPPSQPQKPSVALPFIAQSALNITKK
KoRV -GAARRPTNLAKVREVLQGPTEPPSVFLERLMEAYRRYTPFDPSSEGQKAAVAMSF IGQSAPD IKKK

PERV LQRLEGLQKAQLRHLVKEPEKVYS
KoRV LQRLEGLQDHSLQDL IKEAEKVYH

So konnte beispielsweise fir ein PERV Gag-Immunisierungsserum, wenn auch eine im Ver-
gleich zum KoRV Gag-Immunisierungsserum verringerte, Kreuzreaktivitat gegeniiber KoRV
p27Gag nachgewiesen werden (nicht gezeigt). Fraglich ist, ob in diesem Fall der Nachweis
geringer Virusmengen erbracht und inwieweit noch von der Spezifitdt der Methode gespro-

chen werden kann.

4.7 Induktion neutralisierender Antikérper gegen KoRV-Huill-
proteine

4.7.1 Notwendigkeit von Impfstoffen gegen Retroviren

Retroviren sind durch ihre Fahigkeit ins Wirtsgenom zu integrieren Ursache von Mutationen
(z.T. ohne sichtbare Wirkung), von Genominstabilitat durch Rekombinationen sowie Reinser-
tionen und Neoplasien. Bei einer Integration in die Keimbahnzellen kdnnen diese geneti-
schen Veranderungen auch die ndchste Generation betreffen, so dass im schlimmsten Fall
der Fortbestand einer betroffenen Art / Population bedroht ist. Bedingt durch die hohe Feh-
lerrate der Reversen Transkriptase, aber auch durch verschiedene Selektionsdriicke, kommt
es bald nach der Infektion zur Bildung von Fluchtmutanten, so dass neben der Veranderung
des Wirtsgenoms auch die Schwachung des Immunsystems und opportunistische Erkran-
kungen eine Rolle spielen. Des weiteren besteht fir Retroviren grundsatzlich die Moglichkeit
der Transspeziesubertragung, wobei im neuen Wirt andere Krankheitsbilder auftreten kdn-
nen als im nattrlichen Wirt. All diese potenziellen oder bekannten Gefahren sprechen fir die
Entwicklung von Impfstoffen gegen Retroviren, welche in der Lage sind, das Eindringen des
Virus in die Zielzellen und dessen Ausbreitung im Wirtsorganismus durch Aktivierung der
humoralen und zelluldren Immunantwort zu verhindern. Wahrend gegen Viren anderer Ge-
nera (Pocken-, Hepatitis B-Viren) bereits erfolgreich Impfstoffe hergestellt werden konnten

(attenuierte Viren bzw. Subunitvakzinen), ist es bisher beispielsweise nicht gelungen, einen
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praventiven Schutz gegen HIV zu induzieren (s. 1.2; Lau et al., 2007). Als Modell fur die
(Weiter)entwicklung entsprechender Impfstoffe eignet sich das Koala-Retrovirus, da es typi-
sche Eigenschaften der Retroviren vereint und zudem in der Lage ist, Wistar-Ratten zu infi-
zieren. Die gesammelten Erfahrungen kénnten bei der Entwicklung von Impfstrategien gegen

AIDS von Bedeutung sein.

4.7.2 pl5E-Immunisierungsstudien

Die Konformationsénderungen des TM-Proteins wéhrend der Membranfusion sind entschei-
dend fir eine erfolgreiche Infektion der Zielzelle. Nur wenige Aminosaureaustausche inner-
halb der Helixregionen geniigen, um den Klappmechanismus zu stéren und zum Funktions-
verlust zu fihren. So kommt es, dass die transmembranen Hiillproteine deutlich konservier-
ter sind als die dazugehdrigen Oberflachenhiillproteine. Zudem sind erstere neben verschie-
denen zellularen und den genannten viralen Oberflachenhiillproteinen die einzigen Proteine,
die auf der Virusoberflache prasentiert werden. Die hohe Sequenzstabilitéat sowie die Exposi-
tion wahrend des Infektionsprozesses machen das transmembrane Hiillprotein von Retrovi-

ren zum geeigneten Angriffspunkt fur die Induktion neutralisierender Antikérper.

Man ist zuversichtlich, die bei der Impfstoffentwicklung gegen Gammaretroviren gesammel-
ten Erkenntnisse auch auf Ansatze gegen HIV anwenden zu kdnnen. Beispielsweise konnten
Fiebig et al., 2003 einen synergistischen Effekt der Peptide PERV E1 und E2 im Vergleich zu
den Einzelpeptiden (ELISA, Neutralisationsassay) feststellen, der auf eine Interaktion der
beiden hindeutete. Die Epitope der monoklonalen, HIV-neutralisierenden Antikérper 2F5 und
4E10 liegen im selben Bereich der Ektodoméane, in dem das PERV-E2-Epitop lokalisiert wer-
den konnte. 2F5 (Purtscher et al., 1994) bindet die gp41-Sequenz ELDKWA, 4E10 (Zwick et
al., 2001) dagegen die daran angrenzende gp41-Sequenz NWFN/DIT. Auch hier wurden
Konformationsepitope beschrieben (Fiebig et al., 2005; Hager-Braun et al., 2006; Lorizate et
al., 2006), wobei jedoch bislang die exakte Lage des E1-Bereiches unklar ist. Sowohl Hager-
Braun et al., 2006 als auch Lorizate et al., 2006 haben Interaktionen des Fusionspeptides
(FP) mit der membranproximalen Region (MPR) postuliert. Wahrend Hager-Braun et al. ein
Konformationsepitop auch nach der Sechs-Helix-Bluindel-Formation fir moglich halten, neh-
men Lorizate et al. tertidre Interaktionen nur im nativen Zustand und im Pré&fusionsstadium

an.

Um eine Beteiligung des Fusionspeptides an der Induktion neutralisierender Antikérper zu
untersuchen, wurden in der vorliegenden Arbeit flinf verschiedene N-terminal verlangerte
p15E-Konstrukte rekombinant hergestellt und in einer vergleichenden Immunisierungsstudie

eingesetzt. Bei allen Tieren konnten Seren mit neutralisierender Aktivitat induziert werden,
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wobei allerdings keine Unterschiede zwischen den Gruppenmittelwerten ausgemacht werden
konnten. Durch Anwesenheit des Fusionspeptides konnten demnach keine héheren Titer an
neutralisierenden Antikdrpern induziert werden, was darauf schliel3en lasst, dass die Lange
des Proteins beziehungsweise das Fusionspeptid keine wirksame Variable bei der Induktion
entsprechender Antikorper ist. Dieses Ergebnis konnte durch Epitopkartierung in drei von
funf Fallen bestatigt werden. In zwei Fallen konnte zwar eine Verschiebung des Epitopes in
Richtung Fusionspeptid beobachtet, eine Beteiligung des vermuteten E1-Bereiches
(GPIDLQQG) an einem Konformationsepitop auf Grundlage des Epitopmappings aber den-
noch nicht ausgeschlossen werden. Die weiter oben getroffene Aussage wird durch Beo-
bachtungen von Fiebig et al., 2005 und Bellamy-Mcintyre et al., 2007 gestitzt. Diese mit HIV
gp41 durchgefiihrten Untersuchungen sprechen fir Interaktionen der membranproximalen
Region mit einem Abschnitt zwischen N-terminaler Helix und Fusionspeptid, ndmlich bei der

Induktion neutralisierender Antikérper bzw. der Bildung des Sechs-Helix-Biindels.

Theoretisch besteht die Méglichkeit, dass eine gegen RaLV (s. 4.1.1) gerichtete Immunreak-
tion Unterschiede in der Neutralisationsfahigkeit der rp15E-Immunisierungsseren tberdeckt
hat. Es konnte gezeigt werden, dass FelLV-A, das zu 100% das PERV-E2 (FEGWFN) ent-
halt, in der E1-Sequenz jedoch keine Homologien aufweist, nicht durch ein Immunisierungs-
serum gegen PERYV rpl15E neutralisiert werden konnte (Fiebig et al., nicht veréffentlicht). Da
RaLV im putativen E1-Bereich keine Homologie zu KoRV zeigt, fur die Bildung neutralisie-
render Antikérper jedoch ein Konformationsepitop nétig ist, kann RaLV-p15E nicht beteiligt
gewesen sein. Stattdessen kodnnten jedoch kreuzneutralisierende Antikorper gegen gp70 ge-
bildet worden sein, was durch entsprechende Inhibitionsversuche abgeklart werden kénnte.
Auch kann man die Mdglichkeit nicht ausschliel3en, dass eine Hemmung der Virusreplikation
im in vitro Neutralisationsassay andere Ursachen hat als neutralisierende Antikdrper. So
kénnte durch das Adjuvans oder, im Fall von N+25, durch Lipopolysaccharide (besonders
hydrophobe Proteine interagieren stark mit Bestandteilen der bakteriellen Zellwand, so dass
letztere schwer vom gewiinschten Produkt (p15E) zu trennen sind) die Bildung von Cytoki-
nen und Chemokinen angeregt worden sein, die eine unspezifische Hemmung der Infektion
vermittelt haben kénnten. Hier kénnte durch Inhibitionsversuche sowie eine affinitatschroma-
tographische Aufreinigung des Serums Klarheit geschaffen werden. Eine unvollstéandige In-
hibition des Komplementsystems, welche die gleiche Wirkung hatte, kann mit einiger Sicher-
heit ausgeschlossen werden, da mit 40-50 min bei 56°C immer eine ungewothnlich lange In-

kubationszeit gewahlt wurde.

Problematisch ist, dass im p1l5E-Western Blot nicht zwischen Antikérpern durch Immunisie-

rung und Antikérpern durch Infektion unterschieden und damit auch keine Aussage dartber
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getroffen werden konnte, ob die induzierten Antikorper einen effektiven Schutz vor der Infek-
tion des Organismus bieten. Zusammenfassend kann man deshalb sagen, dass bei weite-
rem Einsatz eines KoRV-Kleintiermodells andere Strategien verfolgt werden sollten. Dabei
sollte die Immunisierung mit TM-Proteinen jedoch zunéchst das Hauptziel bleiben, da Expe-
rimente mit SU-Proteinen beispielsweise bei Lentiviren nicht zum gewlnschten Erfolg gefiihrt
haben. Beispielsweise kdnnte eine Immunisierung mit glykosylierten Proteinen erfolgen, die
das native Protein besser nachempfinden wirden. Einen positiven Einfluss auf die Starke
der Immunantwort kdénnte auch die Verwendung anderer Adjuvantia haben, so ist von Wu et
al. 1992 eine Verstarkung der Antikdrperantwort gegen HIV-1 gpl160 durch Saponine be-
schrieben worden. Weiterhin kénnten Immunisierungsstudien mit unterschiedlichen Protein-
mengen durchgefihrt werden, um eine Toleranz zu vermeiden und die fir den Zweck opti-
male Menge zu ermitteln. Da die Integritdt der 2F5- und 4E10-Epitope membranabhéngig zu
sein scheint (Luo et al., 2006), besteht die Mdglichkeit, durch Einsatz einer einfachen Memb-
ran als Trager des Antigens grofRere Immunisierungserfolge zu verzeichnen. Bei Immunisie-
rungsstudien zum Schutz vor einer Infektion mit den Gammaretroviren PERV und FelLV wur-
den erste positive Ergebnisse durch Kombination von SU- und TM-Proteinen erhalten (Lang-
hammer, 2005; Wurzbacher, 2007), weshalb auch dies ein Ansatz fur die (Wei-
ter)entwicklung von Impfstoffen ist. Zusatzlich missten weitere Nachweismethoden etabliert
(z.B. SDS-PAGE / Western Blot mit Viruslysat), definierte Challengeversuche durchgefuhrt
und verschiedene Verdinnungen des Immunisierungsserums in den Neutralisationsassay
eingesetzt werden. Sinnvoll scheint auch, die Versuche in pasteurellenfreien Ratten zu wie-
derholen und gegebenenfalls Immunisierungsstudien in anderen Nagern anzustreben. Um
weitere Einsichten in den Neutralistionsmechanismus oder die Bildung des Konformationse-
pitops zu erlangen, kénnten Kristallisationsstudien oder spektroskopische Experimente hilf-

reich sein.

Es muss abschlieRend festgehalten werden, dass das KoRV-Rattenmodell bei der Entwick-
lung und Erprobung solcher Impfstoffansatze nitzlich sein kdnnte, die eine Ausbreitung der
KoRV-Infektion in Zootieren und den noch nicht infizierten Tieren Australiens eindammen
bzw. verhindern, die sich aber womdglich auch auf andere Retroviren Ubertragen lassen und
so zur Weiterentwicklung einer Vakzine gegen das humane Immundefizienzvirus beitragen
konnten. Neben der genannten Anwendung kdnnten zudem antiretrovirale Therapien und

Mechanismen der Immunmodulation untersucht werden.
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5. Zusammenfassung

Eine praventive Immunisierung stellt die kostenglinstigste und erfolgversprechendste Strate-
gie zur Bekampfung viraler Infektionen dar. Das Koala-Retrovirus ist mit Leuk&amien, Lymph-
omen und opportunistischen Infektionen assoziiert und in der Lage, Ratten in vivo zu infizie-
ren. Dadurch konnte ein Kleintiermodell etabliert werden, das sich fir Studien zu Transspe-
ziesubertragungen von (Gamma)retroviren, aber auch fur die Erprobung von Impfstoffansét-
zen eignet. Im Rahmen dieser Diplomarbeit wurden deshalb die Eigenschaften dieses Virus

genauer untersucht.

Bei der Erforschung des in vitro-Wirtsspektrums konnte eine Infektion von humanen und Rat-
ten-PBMCs sowie Rhesusaffen-, Nerz-, Katzen-, Schweine- und Fruchtfliegenzelllinien
nachgewiesen werden, welche im Fall von Rhesusaffe, Nerz, Katze und Drosophila sogar
produktiv war. Etwa vier Wochen nach der in vitro-Infektion humaner Nierenzellen zeigte sich
eine Verringerung der Virusreplikation, die durch Behandlung mit den Basenanaloga 5-Aza-
2'-desoxycytidin und 5-Brom-2'-desoxyuridin nur geringflgig gesteigert werden konnte. Es
konnte weiterhin gezeigt werden, dass die in den Seren von Mensch und Ratte enthaltenen
Komponenten des Komplementsystems - zumindest partiell - in der Lage sind, die KoRV-
Infektion der entsprechenden PBMCs zu verhindern. Dabei scheint, anders als fir PERV be-
schrieben, nicht der Aktivierungsweg Uber Galal-3Gal-Antikorper, sondern ein weiterer Weg
eine Rolle zu spielen. Im Laufe der Untersuchung mdglicher Ubertragungswege von KoRV
auf Ratten stellte sich heraus, dass das Virus durch Kontakt zu Kot und Urin infizierter Tiere
Ubertragen werden kann. Um die Bestimmung der zellassoziierten Viruslast in Ratten- und
Koala-Proben zu verbessern, wurde das bestehende Real-time-PCR-System optimiert. Zur
Vervollstandigung des immunologischen Nachweissystems sowie zur Bestimmung der Virus-
last wurde mit der Etablierung eines Gag Capture ELISAs begonnen, wozu vier KoRV
p27Gag-Fragmente kloniert, exprimiert und teilweise in Ratten appliziert wurden. Um den
Einfluss der Lange der Ektodoméane auf die Induktion neutralisierender Antikbrper zu unter-
suchen, wurden funf, N-terminal bis ins Fusionspeptid verlangerte, p15E-Konstrukte rekom-
binant hergestellt. In Ratten konnten mit jedem Konstrukt neutralisierende Antikdrper indu-

ziert werden, Unterschiede im Titer wurden jedoch nicht beobachtet.

Im Rahmen der Diplomarbeit wurden zusammenfassend weitere Erkenntnisse zur Ubertra-
gung des KoRYV in vitro und in vivo gewonnen. Die optimierten Nachweissysteme ermdagli-
chen in Zukunft unter anderem ein besseres Monitoring der KoRV-Infektion, das etablierte
Tiermodell dagegen Untersuchungen zur Pathogenitdt von KoRV sowie zur Effektivitat ver-

schiedener Impfstoffansatze.
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Anhang

Statistik

ELISA Rotationsversuch

*x*xx*x* Analysis of Variance****x**

12 cases accepted.

0 cases rejected because of out-of-range factor values.
0 cases rejected because of missing data.

1 non-empty cell.

*x*xx*x* Analysis of Variance--design 1******

Tests of Between-Subjects Effects.
Tests of Significance for T1 using UNIQUE sums of squares

Source of Variation SS DF MS F Sig of F
WITHIN+RESIDUAL 36 11 ,03
CONSTANT 415 1 4,15 126,29 ,000

***x*** Analysis of Variance--design 1******

Tests involving 'FACTOR1' Within-Subject Effect.

Mauchly sphericity test, W = , 71228
Chi-square approx. = 3,39289 with 2 D. F.
Significance = , 183
Greenhouse-Geisser Epsilon = , 77656
Huynh-Feldt Epsilon = ,88058
Lower-bound Epsilon = ,50000

AVERAGED Tests of Significance that follow multivariate tests are equivalent to
univariate or split-plot or mixed-model approach to repeated measures.
Epsilons may be used to adjust d.f. for the AVERAGED results.

***x***Analysis of Variance--design 1****x**

EFFECT .. FACTOR1
ultivariate Tests of Significance (S=1,M=0,N=4)

Test Name Value Exact F Hypoth. DF  Error DF Sig. of F
Pillais ,83404 25,12769 2,00 10,00 ,000
Hotellings 5,02554 25,12769 2,00 10,00 ,000
Wilks ,16596 25,12769 2,00 10,00 ,000
Roys ,83404

Note.. F statistics are exact.

**xx**Analysis of Variance--design 1******

Tests involving 'FACTOR1" Within-Subject Effect.

AVERAGED Tests of Significance for VAR using UNIQUE sums of squares

95



Anhang

Source of Variation SS DF MS F SigofF
WITHIN+RESIDUAL 48 22 ,02
FACTOR1 1,27 2 ,64 28,88 ,000

----- Friedman Two-Way Anova

N Mean Std Dev Minimum Maximum

VAR1 12 ,108750 ,071482 ,026 ,275
VAR2 12 ,340167 ,157393 ,069 ,651
VAR3 12 ,569417 ,216903 ,158 ,945

Mean Rank Variable

1,00 VAR1 Ausgangswert Pl

2,17 VAR2 28.11.06

2,83 VAR3 01.02.07

Cases Chi-Square D.F. Significance

12 20,6667 2 3,25E-05

----- Kendall Coefficient of Concordance

Mean Rank Variable

1,00 VAR1 Ausgangswert Pl

2,17 VAR2 28.11.06

2,83 VAR3 01.02.07

Cases w Chi-Square D.F. Significance
12 8,611E-01 20,6667 2 3,25E-05

KoRV-Neutralisationsassay Immunisierungsstudie BfR

Variable HEMMUNG
By Variable VAR00002

Analysis of Variance

Sum of Mean F F
Source D.F. Squares Squares Ratio Prob.
Between Groups 4 875,8579 218,9645 1,3736 ,2898
Within Groups 15 2391,0970  159,4065
Total 19 3266,9549

Standard Standard

Group Count Mean Deviation Error 95 Pct Conf Int for Mean
Grpl 4 87,8968 5,8941 2,9471 78,5180 TO 97,2755
Grp2 4 85,0730 10,8199 5,4100 67,8563 TO 102,2897
Grp3 4 77,6370 17,7500 8,8750 49,3933 TO 105,8807
Grp4d 4 85,4855 11,6142 5,8071 67,0050 TO 103,9660
Grp5 4 69,8838 13,9739 6,9869 47,6485 TO 92,1190
Total 20 81,1952 13,1128 2,9321 75,0582 TO 87,3322
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GROUP MINIMUM MAXIMUM
Grp 1l 79,7500 93,2380
Grp 2 73,0210 95,0900
Grp 3 52,7720 92,7360
Grp 4 68,1350 92,3150
Grp 5 54,9290 88,6600
TOTAL 52,7720 95,0900

Levene Test for Homogeneity of Variances

Statistic df1  df2  2-tail Sig.
, 7533 4 15 971
----- ONEWAY -----

Variable HEMMUNG
By Variable VAR00002

Multiple Range Tests: Duncan test with significance level ,05
The difference between two means is significant if
MEAN(J)-MEAN(I) >=8,9277 * RANGE * SQRT(1/N(I) + 1/N(J))
with the following value(s) for RANGE:

Step 2 3 4 5
RANGE 301 3,16 3,26 3,31

- No two groups are significantly different at the ,050 level

Homogeneous Subsets (highest and lowest means are not significantly different)

Subset 1

Group Grp 5 Grp 3 Grp 2 Grp 4 Grpl
Mean 69,8838 77,6370 85,0730 85,4855 87,8968
----- ONEWAY -----

Variable HEMMUNG
By Variable VAR00002

Multiple Range Tests: Student-Newman-Keuls test with significance level ,050
The difference between two means is significant if

MEAN(J)-MEAN(I) >=8,9277 * RANGE * SQRT(1/N(I) + 1/N(J))

with the following value(s) for RANGE:

Step 2 3 4 5
RANGE 3,02 3,67 4,07 4,37

- No two groups are significantly different at the ,050 level

Homogeneous Subsets (highest and lowest means are not significantly different)

Subset 1
Group Grp 5 Grp 3 Grp 2 Grp 4 Grp1
Mean 69,8838 77,6370 85,0730 85,4855 87,8968
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Variable HEMMUNG
By Variable VAR00002

Multiple Range Tests: Scheffe test with significance level ,05

The difference between two means is significant if
MEAN(J)-MEAN(I) >=8,9277 * RANGE * SQRT(1/N(I) + 1/N(J))
with the following value(s) for RANGE: 4,94

- No two groups are significantly different at the ,050 level

Homogeneous Subsets (highest and lowest means are not significantly different)

Subset 1

Group Grp 5 Grp 3 Grp 2 Grp 4 Grp 1l

Mean 69,8838 77,6370 85,0730 85,4855 87,8968
N Mean Std Dev Minimum Maximum

HEMMUNG 20 81,195198 13,112780 52,772 95,090

VARO00002 20 3,000000 1,450953 1,000 5,000

----- Kruskal-Wallis 1-Way Anova

HEMMUNG

by VAR00002
Mean Rank Cases
13,00 4 VARO00002 = 1 ohne Extension
13,25 4 VAR0O0002= 2 N+6
8,75 4 VAR00002= 3 N+12
12,00 4 VAR00002= 4 N+ 18
5,50 4 VAR00002= 5 N+25

20 Total

Corrected for ties
Chi-Square D.F. Significance Chi-Square D.F. Significance
5,0429 4 ,2829 5,0429 4 ,2829

KoRV-Neutralisationsassay Immunisierungsstudie RKI

Variable HEMMUNG
By Variable VAR00002

Analysis of Variance

Sum of Mean F F
Source D.F. Squares Squares Ratio Prob.
Between Groups 4 677,9109 169,4777 1,2881 ,3186
Within Groups 15 1973,6086  131,5739
Total 19 2651,5195
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Standard Standard

Group Count Mean Deviation Error 95 Pct Conf Int for Mean
Grpl 4 95,8955 2,4839 1,2420 91,9431 TO 99,8479
Grp2 4 94,5603 7,1189 3,5595 83,2326 TO 105,8879
Grp3 4 86,9005 7,5967 3,7983 74,8127 TO 98,9883
Grpd4 4 96,4278 2,1194 1,0597 93,0553 TO 99,8002
Grp5 4 81,6933 23,2125 11,6062 44,7576 TO 118,6289
Total 20 91,0955 11,8133 2,6415 85,5667 TO 96,6242
GROUP MINIMUM MAXIMUM

Grp 1l 93,7730 99,4720

Grp 2 83,9380 98,7410

Grp 3 76,3150 94,2470

Grp 4 94,3750 99,1920

Grp5 47,0880 96,8500

TOTAL 47,0880 99,4720

Levene Test for Homogeneity of Variances

Statistic dfl df2 2-tail Sig.
4,6972 4 15 ,012
----- ONEWAY -----

Variable HEMMUNG
By Variable VAR00002

Multiple Range Tests: Duncan test with significance level ,05

The difference between two means is significant if
MEAN(J)-MEAN(I) >=8,1109 * RANGE * SQRT(1/N(I) + 1/N(J))
with the following value(s) for RANGE:

Step 2 3 4 5
RANGE 301 316 3,26 3,31

- No two groups are significantly different at the ,050 level

Homogeneous Subsets (highest and lowest means are not significantly different)

Subset 1

Group Grp 5 Grp 3 Grp 2 Grp 1l Grp 4
Mean 81,6933 86,9005 94,5603 95,8955 96,4278
----- ONEWAY -----

Variable HEMMUNG
By Variable VAR00002

Multiple Range Tests: Student-Newman-Keuls test with significance level ,050
The difference between two means is significant if

MEAN(J)-MEAN(l) >= 8,1109 * RANGE * SQRT(1/N(I) + 1/N(J))
with the following value(s) for RANGE:
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Step 2 3 4 5
RANGE 3,02 3,67 4,07 4,37

- No two groups are significantly different at the ,050 level

Homogeneous Subsets (highest and lowest means are not significantly different)

Subset 1
Group Grp 5 Grp 3 Grp 2 Grp1 Grp 4
Mean 81,6933 86,9005 94,5603 95,8955 96,4278

Variable HEMMUNG
By Variable VAR00002

Multiple Range Tests: Scheffe test with significance level ,05

The difference between two means is significant if
MEAN(J)-MEAN(I) >=8,1109 * RANGE * SQRT(1/N(I) + 1/N(J))
with the following value(s) for RANGE: 4,94

- No two groups are significantly different at the ,050 level

Homogeneous Subsets (highest and lowest means are not significantly different)

Subset 1

Group Grp 5 Grp 3 Grp 2 Grp 1l Grp 4

Mean 81,6933 86,9005 94,5603 95,8955 96,4278
N Mean Std Dev Minimum Maximum

HEMMUNG 20 91,095451 11,813283 47,088 99,472

VARO00002 20 3,000000 1,450953 1,000 5,000

----- Kruskal-Wallis 1-Way Anova

HEMMUNG

by VAR0O0002
Mean Rank Cases
13,00 4 VARO0002 = 1 ohne Extension
13,50 4 VAR00002= 2 N+6

5,00 4 VAR00002= 3 N+12
14,00 4 VARO0002= 4 N+ 18

7,00 4 VAR00002= 5 N+ 25

20 Total
Corrected for ties

Chi-Square D.F. Significance Chi-Square D.F. Significance
8,0000 4 ,0916 8,0000 4 ,0916
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KoRV-Neutralisationsassay Rotationsversuch

Variable HEMMUNG
By Variable INFEKT

Analysis of Variance

Sum of Mean F
Source D.F. Squares Squares Ratio
Between Groups 2 13,6688 6,8344 1,3910
Within Groups 9 44,2182 4,9131
Total 11 57,8869

Standard Standard

Group Count Mean Deviation Error
Grp1 4 91,2958 3,7354 1,8677
Grp 2 4 91,9023 ,6347 ,3173
Grp 3 4 93,8013 ,6193 ,3096
Total 12 92,3331 2,2940 ,6622
GROUP MINIMUM MAXIMUM
Grp1 86,6740 95,7630
Grp 2 91,1270 92,5700
Grp 3 93,3200 94,6830
TOTAL 86,6740 95,7630
----- ONEWAY -----

Variable HEMMUNG
By Variable INFEKT

Multiple Range Tests: Duncan test with significance level ,05

The difference between two means is significant if
MEAN(J)-MEAN(I) >=1,5673 * RANGE * SQRT(1/N(I) + 1/N(J))
with the following value(s) for RANGE:

Step 2 3
RANGE 3,19 3,34

- No two groups are significantly different at the ,050 level

F
Prob.
,2976

95 Pct Conf Int for Mean
85,3520 TO 97,2395
90,8924 TO 92,9121
92,8158 TO 94,7867
90,8755 TO 93,7906

Homogeneous Subsets (highest and lowest means are not significantly different)

Subset 1

Group Grp 1l Grp 2 Grp 3
Mean 91,2958 91,9023 93,8013
----- ONEWAY -----

Variable HEMMUNG
By Variable INFEKT

Multiple Range Tests: Student-Newman-Keuls test with significance level ,050

101



Anhang

The difference between two means is significant if
MEAN(J)-MEAN(l) >=1,5673 * RANGE * SQRT(1/N(I) + 1/N(J))
with the following value(s) for RANGE:

Step 2 3
RANGE 3,21 3,94

- No two groups are significantly different at the ,050 level

Homogeneous Subsets (highest and lowest means are not significantly different)

Subset 1

Group Grp 1l Grp 2 Grp 3
Mean 91,2958 91,9023 93,8013
----- ONEWAY -----

Variable HEMMUNG
By Variable INFEKT

Multiple Range Tests: Scheffe test with significance level ,05
The difference between two means is significant if
MEAN(J)-MEAN(l) >=1,5673 * RANGE * SQRT(1/N(I) + 1/N(J))
with the following value(s) for RANGE: 4,13

- No two groups are significantly different at the ,050 level

Homogeneous Subsets (highest and lowest means are not significantly different)

Subset 1
Group Grp 1l Grp 2 Grp 3
Mean 91,2958 91,9023 93,8013

----- Kruskal-Wallis 1-Way Anova

N Mean Std Dev Minimum Maximum
HEMMUNG 12 92,333084 2,294002 86,674 95,763
INFEKT 12 2,000000 ,852803 1,000 3,000
HEMMUNG
by INFEKT
Mean Rank Cases
5,00 4 INFEKT =1 nicht infiziert, fes
5,00 4 INFEKT =2 infiziert, rotiert
9,50 4 INFEKT =3 nicht infiziert, rotier

12 Total

Corrected for ties

Chi-Square D.F. Significance Chi-Square D.F. Significance
41538 2 , 1253 4,1538 2 , 1253
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Proviruslast in verwandten Koalas

Variable Cases Mean Std Dev
ALTER 5 10,0000 3,5355
KOPIEN 5 182,0000 123,9254

- - Correlation Coefficients - -

ALTER KOPIEN
ALTER 1,0000 4279

( 9 ( 5

P=, P= 472
KOPIEN 4279 1,0000

( 9 ( 5

P= 472 P=,

(Coefficient / (Cases) / 2-tailed Significance)
----KENDALL CORRELATION COEFFICIENTS ---

KOPIEN 2000
N( 5)
Sig ,624
ALTER

(Coefficient / (Cases) / 2-tailed Significance)
---SPEARMAN CORRELATION COEFFICIENTS ---
KOPIEN ,3000

N( 5)

Sig ,624

ALTER

(Coefficient / (Cases) / 2-tailed Significance)
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