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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1 Zellbiologische Methoden

2.1.1 Verwendete Zellen
Fiir die Analyse des Wirtsspektrums der PERVs wurden in den in vitro Infektionsversu-

chen sowie in den in vivo Studien verschiedene Subtypen von PERVs verwendet, wel-

che von Mitogen-stimmulierten porcinen priméren Zellen und porcinen oder humanen

Zell-Linien freigesetzt wurden. Diese PERV-produzierenden Zellen sind in Tabelle 2.1

wiedergegeben. In den in vitro Versuchen wurden primére Zellen und Zell-Linien ver-

schiedener Spezies und Gewebe als Zielzellen verwendet. Diese Zellen sind in den Ta-

bellen 2.2 und 2.3 aufgelistet und ndher charakterisiert.

Tabelle 2.1: PERV-produzierende porcine und humane Zellen

Zell-Linie Spezies Gewebe Wuchs-  Medium Herkunft
form
porcine PBMC Schwein PBMC Suspension RPMI primér isoliert
PK-15 Schwein Nierenepithel adhérent DME ATCC, CCL-33
293-PERV Human Nierenepithel adhérent DME Patience et al., 1997
293-PERV/I Human Nierenepithel adhérent DME diese Arbeit
293-PERV/I1I Human Nierenepithel adhérent DME diese Arbeit
293-PERV-A Human Nierenepithel adhérent DME Weiss et al., unverdffentlicht
293-PERV-A/I Human Nierenepithel adhérent DME diese Arbeit
293-PERV-A/lI Human Nierenepithel adhérent DME diese Arbeit
293-PERV-B Human Nierenepithel adhérent DME Onions et al., unverdffentlicht
293-PERV-B/I Human Nierenepithel adhérent DME diese Arbeit
293-PERV-B/II Human Nierenepithel adhédrent DME diese Arbeit
293-NIH/3° Human Nierenepithel adhédrent DME Wilson et al., 2000
293/4° Human Nierenepithel adhédrent DME diese Arbeit
293/5° Human Nierenepithel adhérent DME diese Arbeit
293/6° Human Nierenepithel adhérent DME diese Arbeit
293/7° Human Nierenepithel adhérent DME diese Arbeit
C8166-PERV Human T-Zellen Suspension RPMI diese Arbeit
C8166-PERV/I Human T-Zellen Suspension RPMI diese Arbeit
MvlLu-PERV Nerz Lungenepithel adhérent DME diese Arbeit
Mv1Lu-PERV/I Nerz Lungenepithel adhérent DME diese Arbeit
293-Mv1Lu-PERV Human Nierenepithel adhérent DME diese Arbeit
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Tabelle 2.2: Uninfizierte Zell-Linien

Zell-Linie Spezies Gewebe Wuchsform  Medium  Herkunft

CTL-6 Maus Fibroblasten adhérent DME Denner et al., 1994
3T3 Maus Fibroblasten adhérent DME ATCC CRL-1658
RAT-2 Ratte Fibroblasten adhérent DME ATCC CRL-1764
Mvi1Lu Nerz Lungenepithel adhérent DME ATCC, CCL-64
CRFK Katze Nierenepithel adhérent DME ATCC, CCL-%4
PG-4 Katze Astrozyten adhérent DME ECACC, 94102703
293 Human Nierenepithel adhérent DME Wilson et al., 1998
C8166 Human T-Zellen Suspension RPMI ECACC 88051601
THP-1 Human Monozyten Suspension RPMI ATCC, TIB-202
WIL2.NS.6TG  Human Milz Suspension ~ RPMI ECACC, 93031001

Tabelle 2.3: Uninfizierte priméare Zellen

Spezies Gewebe Wuchsform Medium  Herkunft
Ratte PBMC Suspension RPMI
Milz adhérent DME imir isoliert
Niere adhérent DME P
Embryo adhérent DME
Baumwollratte PBMC Suspension RPMI
Milz adhérent DME primdr isoliert
Niere adhirent DME
Cynomolgus-Affe PBMC Suspension RPMI primér isoliert
Afrikanische griine PBMC Suspension RPMI primér isoliert
Meerkatze
Schweins-Affe PBMC Suspension RPMI
Milz adhérent DME primér isoliert
Fibroblasten adhirent DME
Rhesus-Affe PBMC Suspension RPMI primdr isoliert
Mantelpavian PBMC Suspension RPMI
Milz adhérent DME primér isoliert
Niere adhirent DME
Human PBMC Suspension RPMI primdr isoliert
Glatte Muskelzellen der . 231 Cascade Biolo-
. adhérent .
Koronararterie gics Inc.
Endothelzellen der Aorta adhérent 200 C'ascade Biolo-
gics Inc
Endothelzellen der Pul- .. 200 Cascade Biolo-
. adhédrent .
monararterie gics Inc
Endothelzellen der Na- Endomed Biochrom
belschnur adhirent
Fibroblasten des Binde- .. Fibromed Biochrom
adhéarent

gewebe
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2.1.2 Isolation primérer Zellen

2.1.2.1 Isolation von Blutleukozyten (Peripheral Blood Mononuclear Cells, PBMCs)
Nach steriler Abnahme von 10-100 ml Heparin-Blut von einem gesunden Spender,
wurde das Blut 1:2 mit Phosphat-gepufferter Salzlosung (PBS) verdiinnt und auf ein 25
ml Ficoll-Kissen (Histopaque-1077; Sigma) geschichtet. Mittels Dichtezentrifugation
bei 800 x g fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur (RT) wurden die PBMCs bandiert, vor-
sichtig aus dem umgebenden Plasma entnommen und zweimal ,,gewaschen®, d.h. in
PBS resuspendiert und bei 500 x g pelletiert. Die Zellen wurden dann in NH4CI-Losung
(0,86 g/100 ml Aqua dest.) fiir 30 Minuten bei 37°C inkubiert, um eine Lyse der eben-
falls isolierten Erythrozyten zu erreichen. Nach der Inkubation wurden die Zellen
nochmals durch Zentrifugation bei 500 x ¢ fiir 10 Minuten gewaschen, in RPMI-1640
Medium mit 10% fotalem Kélberserum (FKS; Biochrom), 2 mM Glutamin, 10 mM
HEPES, 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin, resuspendiert und nach der Be-
stimmung der Zellzahl mittels eines Neubauer-Cytometer in einer Dichte von 1 x 10°
Zellen pro ml Medium (RPMI-1640) kultiviert.

2.1.2.2 Isolation von Milzzellen

Nach der sterilen Entnahme der Milz, wurde diese von umgebendem Fettgewebe befreit
und mehrfach mit PBS gewaschen. Zur Vereinzelung der Zellen wurde die Milz mit
Hilfe eines kleinen Loffels vorsichtig durch ein feines Metallsieb geprefit. Die Milzzel-
len wurden anschlieBend in RPMI-1640 Medium mit 10% FKS (Biochrom), 2 mM Glu-
tamin, 10 mM HEPES, 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin aufgenommen und
durch Auf- und Abpipettieren zusétzlich resuspendiert. Die Zellen wurden dann durch
Zentrifugieren bei 500 x g und anschlieBendem Resuspendieren in Serum-haltigem Me-
dium dreimal gewaschen. Nach der Bestimmung der Zellzahl mittels eines Neubauer-
Cytometer wurden die Zellen in einer Dichte von 1 x 10° Zellen pro ml Medium (RPMI-
1640) kultiviert. Durch Zugabe von 72 ug/ml des Mitogens Phytohdmaglutinin (PHA,
Abbott Murex) wurden die Zellen fiir drei Tage initial zur Prolifera- tion angeregt. Im
Verlauf der weiteren Kultivierung erfolgte die Stimulation durch Zugabe von 100U/ml
Interleukin-2 (IL-2).

2.1.2.3 Isolation von Nierenzellen und Embryo-Zellen

Nach der sterilen Entnahme der Nieren wurden diese von umgebendem Fettgewebe
befreit und mehrfach mit PBS gewaschen. Die Nieren wurden dann mit einem Skalpell
in etwa 3 mm” groBe Stiicke zerteilt. Ahnlich wurde bei der Isolation von Embryo-
Zellen verfahren.

Rattenembryonen aus trichtigen Wistar/Wu-Ratten wurde nach dem Offnen des Uterus

des Muttertiers und der Durchtrennung der Nabelschniire entnommen und mehrfach in
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PBS gespiilt. Die toten Embryonen wurden dann mit einem Skalpell in etwa 3 mm? gro-
Be Stiicke geschnitten. Die jeweiligen Gewebestiicke der Nieren oder Rattenembryonen
wurden in eine 0,25%ige Trypsinlosung tiberfiihrt und bei 37°C fiir 20-30 Minuten un-
ter Riihren inkubiert. Die entstandene Zellsuspension wurde in mehreren Zyklen immer
wieder abgenommen und durch neue Trypsinlosung ersetzt, bis die Gewebeteile voll-
standig gelost waren. Die einzelnen Fraktionen wurden vereinigt und die Zellen durch
Zentrifugation bei 500 x g fiir 10 Minuten pelletiert. AnschlieBend wurden die Zellen in
DME-Medium mit 10% FKS (Biochrom), 2 mM Glutamin, 10 mM HEPES, 100 U/ml
Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin aufgenommen und durch dreimaliges Zentrifugieren
bei 500 x g gewaschen. Nach der Bestimmung der Zellzahl mittels eines Neubauer- Cy-
tometer wurden die Zellen in einer Dichte von 1 x 10° Zellen pro ml DME-Medium kul-

tiviert.

2.1.2.4 Isolation von Tumorzellen

Nach der sterilen Entnahme der Tumore wurden diese von umgebendem Fettgewebe
befreit und mehrfach mit PBS gewaschen. Die Tumore wurden dann mit einem Skalpell
in etwa 3 mm” groBe Stiicke zerteilt und nach der unter 2.1.2.3 beschriebenen Methode
durch Trypsinierung in eine Einzelzell-Suspension gebracht. Alternativ dazu wurden
etwa 10 mm® groBe Gewebestiicke auf Poly-D-Lysin beschichtete Kulturschalen (Grei-
ner) gebracht. In DME-Medium mit 10% FKS (Biochrom), 2 mM Glutamin, 10 mM
HEPES, 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin wuchsen aus den Tumoren in 3-5
Tagen Zellen aus, welche nach der Entfernung des initialen Gewebestlicks weiter kulti-

viert werden konnten.
2.1.3 Kultivierung von Zellen

2.1.3.1 Suspensionskulturen

Wenn nicht anders beschrieben, wurden Suspensionskulturen mit einer Zelldichte von 1
x 10° Zellen pro ml Medium in einem Kulturvolumen von 50 ml Medium gehalten. Die
Kultivierung erfolgte bei 37°C, einer CO,-Konzentration von 5% und einer relativen
Luftfeuchtigkeit von 98%. Die Passagierung der Zellen erfolgte alle 3-4 Tage indem die
Zellen bei 500 x g zentrifugiert, in neuem Medium resuspendiert und gegebenenfalls
nach den Angaben der jeweiligen Zellbank passagiert wurden. Das Medium primérer
PBMCs und Milzzellen wurde nach der Isolation der Zellen fiir drei Tage mit 72pg/ml
PHA und im Verlauf der weiteren Kultivierung mit 100U/ml IL-2 versetzt.

2.1.3.2 Adhéarente Zellen
Adhirente Zellen wurden in einem Volumen von 20 ml Medium kultiviert. Fiir die Pas-

sagierung der Zellen wurde das Medium entfernt, die Zellen mit 10 ml PBS gespiilt und
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nach Entfernen des PBS mit 5 ml 0,25% Trypsinlosung inkubiert. Die abgeldsten Zellen
wurden in neuem Medium resuspendiert und gegebenenfalls nach den Angaben der je-

weiligen Zellbank passagiert.

2.1.3.3 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zum Einfrieren wurden adhérente Zellen mit Trypsin in Suspension gebracht. Die Zel-
len der Suspension wurde bei 500 x g pelletiert, in frischem Medium resuspendiert und
die Zellzahl mittels eines Neubauer-Cytometers bestimmt. Dann wurden jeweils 1 x 10
Zellen nochmals bei 500 x g pelletiert, das Zellpellet in 1 ml FKS mit 10% Dimethyl-
sulfoxid (DMSO, Sigma) resuspendiert, in Schraubampullen aliquotiert und nach ca. 18
Stunden Lagerung bei —80°C final in fliissigen Stickstoff eingelagert.

Zum Auftauen wurden die gefrorenen Ampullen kurz in ein 37°C warmes Wasserbad
getaucht und die aufgetauten Zellen sofort in 10 ml vorgewéarmtes Medium gegeben und
bei 500 x g pelletiert. Nach der Zentrifugation wurden die Zellen in frischem Medium
resuspendiert und entsprechend des Zelltyps kultiviert.

2.2 Molekularbiologische Methoden

Molekularbiologische Standardmethoden wurden nach Sambrook (Sambrook et al.,
1989) durchgefiihrt. Bei der Verwendung von kommerziellen Methoden (,,Kits*) wird
auf den Hersteller und die entsprechende Anleitung verwiesen. Spezielle Puffer und

Losungen werden bei der jeweiligen Methode beschrieben.
2.2.1 Isolation von Nukleinsauren

2.2.1.1 Isolation genomischer DNA aus kultivierten Zellen

Fiir die DNA-Isolation aus eukaryotischen Zellen in Kultur wurde eine kommerzielle
Methode mittels DNA-Bindung an Silika-Séulen verwendet (QIAamp DNA Isolation
Kit oder DNA Blood and Tissue Isolation Kit, Qiagen). Die Durchfithrung erfolgte nach
den Angaben des Herstellers. Die Konzentrationsbestimmung der Nukleinsduren in Lo-

sung wurde photometrisch bei einer Wellenldnge von 260 nm bestimmt.

2.2.1.2 Isolation genomischer DNA aus kultivierten Zellen im 96-well Mal3stab

Adhirente Zellen wurden je nach Fragestellung mit einer Zellzahl von 1 x 10° — 1 x 10°
Zellen pro well in Medium auf eine Poly-D-Lysin beschichtete 96-well Kulturplatte
(Greiner) gebracht und durch 3 Stunden Inkubation im Brutschrank auf der Platte fi-
xiert. Nach Entfernung des Mediums wurde die 96-well Platte mehrfach bei —80°C ein-
gefroren und wieder aufgetaut. AnschlieBend wurden die Zellen pro well mit 100 pl
Lysepuffer (50 mM KCL, 1,5 mM MgCl,, 10 mM Tris-HCI, pH 8,4, 200 pg/ml Protei-
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nase K) iiberschichtet und die Platte fiir 3 Stunden bei 56°C inkubiert, gefolgt von einer

Inkubation bei 95°C fiir 10 Minuten zur Inaktivierung des Enzyms.

2.2.1.3 Isolation genomischer DNA aus Gewebe

Die Isolation von DNA aus Geweben und Organen erfolgte entweder unter Verwendung
des kommerziellen Guanidin-enthaltenden Isolationsreagenz DNAzol nach den Anga-
ben des Herstellers (GibcoBRL) oder nach einer klassischen Methode unter Verwen-
dung von Phenol und Chloroform. Dazu wurden 50 mg Gewebe in einem sterilen Mor-
ser unter fliissigem Stickstoff zerrieben, in einem Glas-Homogenisator mit 10 ml TES-
Puffer (10 mM Tris-HCL, 1 mM EDTA, 100 mM NaCl, pH 7,4; und 0,5% SDS, 3 mg
Proteinase K) homogenisiert und das Homogenisat fiir drei Stunden bei 55°C inkubiert.
Nach der Inkubation wurde das Lysat mit 2 Volumen TE-gesittigtem Phenol (Roth)
versetzt, invertiert und bei 20 x g fiir 15 Minuten und sofort im Anschluf3 bei 3200 x g
fiir weitere 10 Minuten zur Trennung der organischen Phase von der wélrigen Phase
zentrifugiert. Die DNA-haltige wifirige obere Phase wurde abgezogen, erneut mit >
Volumen TE-gesittigtem Phenol (Roth) versetzt, invertiert und nochmals die Phasen-
trennung durch Zentrifugation erreicht. Die walrige obere Phase wurde abgenommen
und mit 1 Volumen Phenol/Chloroform (1:1, v/v; Roth) vermischt. Erneut wurden die
Phasen durch Zentrifugation bei 3200 x ¢ fiir 10 Minuten getrennt, und die Extraktion
nach dem Abziehen der wélrige Phase und nochmaligem Versetzten mit 1 Volumen
Phenol/Chloroform (1:1, v/v; Roth) wiederholt. Die DNA-haltige wéBrige Phase wurde
vorsichtig abgezogen und erst mit 1/10 Volumen 3 M Natrium-Acetat (NaAc, pH 6,5),
dann mit 2,5 Volumen kaltem absolutem Ethanol vermischt, so dall bei —20°C iiber
Nacht die DNA préazipitiert. Die ausgefallene DNA wurde durch Zentrifugation bei
3200 x g und 4°C pelletiert und das Pellet mit 75%igem Ethanol zweimal unter gleichen
Zentrifugationsbedingungen gewaschen. Die pelletierte DNA wurde dann unter Vaku-

um getrocknet und in Nuklease-freiem Wasser gelost.

2.2.1.4 Isolation von Plasmid-DNA aus Bakterien
Die Isolation von Plasmid DNA erfolgte unter Verwendung von kommerziellen Metho-

den wie dem QIAprep Spin Miniprep oder dem Maxi-Kit nach den Angaben der Firma
Qiagen.

2.2.1.5 Isolation von viraler RNA aus Zellkulturtiberstand

Aus dem Uberstand kultivierter Virus-produzierender Zellen wurde durch 10 Minuten
Zentrifugation bei 500 x ¢ erst freie Zellen, und im Anschlu3 durch 15 Minuten Zentri-
fugation bei 10000 x g weitere Zellreste entfernt. Aus dem klaren Uberstand wurden die
Viruspartikel durch Ultrazentrifugation bei 54000 x g iiber 3 Stunden pelletiert. Das
entstandene Pellet wurde in 200-1000 pl PBS aufgenommen und die virale RNA mittels
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einer kommerziellen Methode durch Bindung der RNA an Silika Saulen (Viral RNA
Isolation Kit, Qiagen) isoliert und in einer RT-PCR analysiert (siche 2.2.2.3).

2.2.1.6 Isolation von viraler RNA aus Plasma

Fiir die Isolation viraler RNA aus dem Plasma immunsupprimierter Affen wurde eine
kommerzielle Methode mit Guanidin-haltigem Puffer und Bindung an Silika-Siulchen
(High Pure Viral RNA Isolation Kit, Roche) verwendet. Die Isolation wurde streng
nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt und die RNA in einer RT-PCR analy-
siert (siehe 2.2.2.3).

2.2.2 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Alle PCR-Reaktionen wurden in Biozym MJ Research PTC-200 Thermocyclern durch-
gefiihrt. Wenn nicht anders angegeben enthielt ein 50 pl Reaktionsansatz entsprechend
der verwendeten DNA-Polymerase die in Tabelle 2.4 angegebenen Endkonzentrationen
von Reaktionskomponenten. Tabelle 2.5 gibt eine Ubersicht der verwendeten Standard-
PCR Programme, wobei abweichende Annealing-Temperaturen der Tabelle 2.6 zu ent-

nehmen sind, die eine Ubersicht der verwendeten Primer darstellt.

Tabelle 2.4: Ubersicht der Reaktionskomponenten eines 50 pl PCR-Ansatzes

Komponente Stamm- AmpliTaqg Gold Cloned Pfu Pfx
konzentration (Applied Biosystems) (Stratagene) (GibcoBRL)
genomische ca. 100-300 ng ca. 100-300 ng ca. 100-300 ng
DNA
Primer 1 10 pmol/ul 5uM 2 uM 1,5 uM
Primer 2 10 pmol/ul 5uM 2 uM 1,5 uM
dNTP-Mix 10 mM 1 mM 0,5 mM 0,3 mM
10x PCR- 10 mM Tris-HCI, 20 mM Tris-HCI, 5 mM Tris-HCl, 5
Puffer 50 mM KCl, 2 mM MgSO,4, 10 mM  mM KCl,
1,5 mM MgCl, KCl, 0,1 mM DTT, 0,01
0,001% (w/v) Gelatine 10 mM (NH,),SO, mM EDTA,
0,1% Triton-X 100, 5% (v/v)
0,Img/ml BSA Glycerol
MgSO, 50 mM - - 1 mM
Aqua dest. ad 50 pl ad 50 pl ad 50 pl

Tabelle 2.5: Ubersicht der Standard-PCR Programme

Polymerase Initiale Denatu- Denatu- Annealing Elongation  Zyklen Finale
rierung rierung Elongation

AmpliTaq 10 Minuten 1 Minute 1 Minute 1 Minute 35-40 7 Minuten

Gold 95°C 95°C 55°C 72°C 72°C

Cloned Pfu 2 Minuten 1 Minute 1 Minute 1 Minute 35-40 7 Minuten
95°C 95°C 55°C 72°C 72°C

Pfx 2 Minuten 1 Minute 1 Minute 1 Minute 35-40 7 Minuten
95°C 95°C 55°C 68°C 68°C
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Tabelle 2.6: Ubersicht der verwendete Primer

Spezies Primer Sequenz (5°- 3Y) Tm  Referenz
Human -Aktin (for CTACAATGAGCTGCGTGTGG R
E_ Aktin Erev)) AAGGAAGGCTGGAAGAGTGC 38°C Clontech
GAPDH (for) TGAAGGTCGGAGTCAACGGATTTGGT 58°C Clontech
GAPDH (rev) CATGTGGGCCATGAGGTCCACCAC
Schwein  CO II (for) TCACCCATCATAGAAGAACTCCTACA 550C Switzer et
CO I (rev) TTTTACGGTTAAGGCTGGGTTATTAAT al., 1999
centrom (for) TAGCCATGCTGCATGTAATGC 550C Paradis et
centrom (rev) GGAGCGTGGCCCAAT al., 1999
Ratte B-Aktin (for) TTGTAACCAACTGGGACGATATGG 58°C Clontech
B-Aktin (rev) GATCTTGATCTTCATGGTGCTAGG
PERV LTR (for) AAAGGATGAAAATGCAACCTAACC 550C Czauderna
LTR (rev) ACGCACAAGACAAAGACACACGAA et al., 2000
Gag 1 (for) GCGACCCACGCAGTTGCATA 55°C Q-one
Gag 2 (rev) CAGTTCCTTGCCCAGTGTCCTT
Gag 3 (for) TGATCTAGTGAGAGAGGCAGAG 55°C Q-one
Gag 4 (rev) CGCACAATGGTCCTTGTCG
Pol 1 (for) TTGACTTGGGAGTGGGACGGGTAAC 550C Czauderna
Pol 2 (rev) GAGGGTCACCTGAGGGTGTTGGAT et al., 2000
Pol 3 (for) GGTAACCCACTCGTTTCTGGTCAT 5500 Czauderna
Pol 4 (rev) CTGTGTAGGGCTTCGTCAAAGATG et al., 2000
Env 1 (for) AGGGAAAGAGAGGCTGAC 550C Mang et al.,
Env 2 (rev) AGTTTCTCCTTGGCTCAG 2001
Env 3 (for) AGGTCTCCTTGGATGACC 550C Mang et al.,
Env 4 (rev) GATCTGGACTGCACTCAC 2001
Env-A (for) TGGAAAGATTGGCAACAGCG 5500 LeTissier et
Env-A (rev) AGTGATGTTAGGCTCAGTGG al., 1997
Env-B (for) TTCTCCTTTGTCAATTCCGG 5500 LeTissier et
Env-B (rev) TACTTTATCGGGTCCCACTG al., 1997
Env-C (for) CTGACCTGGATTAGAACTGG 550C Takeuchi et
Env-C (rev) ATGTTAGAGGATGGTCCTGG al., 1998
BaEV Pol (for) TGGACTCGACTTCCCCAGGG 5500 V- d. Kuyl
Pol (rev) CAGTTCCCAGGAATTCACGC et al., 1995
Ad 5 Ela (for) TGGGCAGTGGGTGATAGAGTGGTGGGTTTG Louis et al
Ela (rev) ATCACACTTCCGCCACACTACTACGTCACC 55°C 1997 "

2.2.2.1 Nachweis der Sensitivitat der PCR
Fiir die Uberpriifung einer PERV-Infektion in vitro und in vivo wurde die Sensitivitit

der verwendeten Primer fiir PERV-gag, -pol und —env bestimmt. Dazu wurden chro-

nisch PERV-produzierende 293 Zellen in jeweils 8 Replikaten von einer Zellzahl von

1 x 10° bis 0 Zellen seriell ausverdiinnt und mit einer konstanten Anzahl von 1 x 10°

uninfizierten 293 Zellen vermischt. Die DNA Isolation erfolgte nach den Protokollen

der Isolation genomischer DNA aus kultivierten Zellen (siche 2.2.1.2) mit anschlieen-
der Lyse-PCR im 96-well MaBstab (siehe 2.2.2.4). Die Sensitivitéit der jeweiligen PCR
wurde mit der Anzahl der noch detektierbaren PERV-produzierender 293 Zellen vor

dem Hintergrund der 1 x 10° uninfizierten 293 Zellen angegeben.
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2.2.2.2 Nested-PCR

Nach der potentiellen Amplifikation einer zwischen zwei Primersequenzen befindlichen
Zielsequenz wurden jeweils 5 pl dieses PCR Ansatzes als Template fiir eine sich an-
schlieBende nested-PCR mit zwei weiteren internen Primen auf dieser ersten Zielse-
quenz eingesetzt. Je nach Fragestellung richteten sich die dabei Bedingungen der PCR

nach der verwendeten Polymerase und nach den verwendeten Primern (Tabelle 2.6).

2.2.2.3 Reverse Transkription-PCR (RT-PCR)

Die Umschreibung von RNA in ihre komplementire DNA (complementary DNA,
cDNA) erfolgte mittels einer kommerziellen Methode (one-step-RT-PCR System, Gib-
coBRL) nach Anleitung des Herstellers. Da sich bei diesem System an die Reverse
Transkription direkt die Amplifikation der Zielsequenz anschlie8t, wurden die entspre-
chenden Primer und deren Annealing-Temperaturen der jeweiligen Fragestellung ange-

palit und konnen der Tabelle 2.6 entnommen werden.

2.2.2.4 Lyse-PCR aus kultivierten Zellen im 96-well MaR3stab

Nach der Isolation genomischer DNA aus kultivierten Zellen im 96-well Mal3stab (siche
2.2.1.2) wurden 5 pl des DNA-haltigen Lysats auf eine 96-well PCR-Platte (Applied
Biosystems) transferiert und mit den in Tabelle 2.4 angegebenen Reaktionskomponen-
ten versetzt. Die Auswahl der Primer und der zugehdrigen Annealing-Temperatur rich-

tete sich dabei nach der jeweiligen Fragestellung und ist der Tabelle 2.6 zu entnehmen.

2.2.2.5 Kolonie-PCR aus Bakterien

Fiir eine schnelle Uberpriifung der Transformation einzelner Bakterienklone nach der
Klonierung definierter Sequenzbereiche in ein Plasmid wurde mit einer Pipettenspitze
ein kleines Stiick des Bakterienklons von der Agarplatte entnommen und direkt als
Template in eine PCR eingesetzt. Die Wahl der Primer und der Reaktionsbedingungen
richteten sich dabei jeweils nach der zu untersuchenden Fragestellung. Die Kolonie-
PCR wurde im Anschlu3 durch einen spezifischen Restriktionsverdau bestétigt (siche
2.2.3.1).

2.2.3 Klonierung

Fiir die Klonierung der LTR- und Env-Regionen verschiedener Passagen von PERV
wurden die jeweiligen Sequenzbereiche mittels PCR unter Verwendung der in Tabelle
2.6 angegebenen Primer amplifiziert, die Ansétze iiber eine kommerzielle Methode auf-
gereinigt (PCR Purification Kit, Qiagen) und in verschiedene Vektorsysteme einge-
bracht (Tabelle 2.7). Bei der Durchfiihrung wurde nach den Angaben des jeweiligen
Herstellers gearbeitet. Die zugehdrigen Plasmidkarten sind am Ende dieser Arbeit im

Anhang unter 7.2 zu finden.
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Die Klonierungen fiir die Untersuchungen der Expressionsregulation der PERV-LTR in

einem Dualen Luziferase-System sind unter 2.2.4 genauer dargestellt.

Tabelle 2.7: Verwendete Vektorsysteme und Bakterien

System Vektor Resistenz Grole Bakterien  Hersteller

Perfectly Blunt™  pT7Blue-3 Amp. Kan. 5050 bp Escherischia ~ Novagen

Cloning Kit coli NovaBlue

TOPO TA pCR2.1-TOPO Amp. Kan. 3908 bp Escherischia  Invitrogen

Cloning Kit coli TOP10

Duales Luziferase  pGL3-basic (firefly) Amp. 4818 bp Escherischia  Promega

Reporter Assay coli BL-21

System pGL3-control (renilla) Amp. 5256 bp Escherischia ~ Promega
coli BL-21

pRL-TK (renilla) Amp. 4045 bp Escherischia  Promega

coli BL-21

2.2.3.1 Restriktion von DNA

Die Restriktion von DNA erfolgte unter Standardbedingungen in einem Volumen von
20 pl. In die Restriktion wurden 0,2-1 ng DNA und pro pg DNA eine Einheit (1 U)
Restriktionsenzym (New England Biolabs, Tabelle 2.8) eingesetzt. Die Zugabe des je-
weiligen Restriktionspuffers, sowie optional die Zugabe von 0,1 pg/ul Rinderserumal-
bumin (BSA), wurde nach Angaben des Enzym-Herstellers durchgefiihrt. Wenn nicht
anders angegeben, wurden die Restriktionsansitze fiir 90 Minuten bei 37°C inkubiert
und im Anschlufl mittels einer kommerziellen Methode von Salzen und Enzym befreit
(PCR Purification Kit, Qiagen). Bei der Restriktion von Vektor-DNA wurde die DNA
nach der Aufreinigung mit 0,1 bis 0,5 Einheiten Shrimp alkaline Phospatase (SAP,
USB) fiir 1 Stunde bei 37°C dephosphoryliert. Das Enzym wurde dann bei 65°C fiir 20
Minuten inaktiviert. Die entstandenen einzelnen Fragmente der verdauten DNA wurden
mittels Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt, {iber eine kommerzielle Methode (Qia-
quick Gel Extraction Kit, Qiagen) aus dem Gel eluiert und fiir die weitere Verwendung

in Wasser aufgenommen.

Tabelle 2.8: Verwendete Restriktionsenzyme

Enzym Konzentration Temperatur BSA Hersteller
Xhol 3000 U 37°C ja New England Biolabs
Kpnl 3000 U 37°C ja New England Biolabs
HindIII 10000 U 37°C ja Boeringer Mannheim
EcoRI 10000 U 37°C ja Boeringer Mannheim

2.2.3.2 Ligation von DNA

Die Ligation von DNA erfolgte in einem Volumen von 20 pl und unter Verwendung
von 100-200 ng Vektor bei 16°C iiber Nacht. Die Menge an DNA-Fragment (Insert)
wurde in dreifachem molarem UberschuB zugegeben (1:3). Dabei errechnete sich die
Masse an Insert-DNA wie folgt:
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Masse Vektor [ng] X Léﬂge Fragment

- x molares Verhiltnis Insert
Lange vektor Vektor

Masse Fragment [Hg]

2.2.3.3 Transformation von Bakterien

Sdmtliche Transformationen von Bakterien wurden unter Verwendung von 2 pl (ca. 80
ng DNA) des jeweiligen Ligationsansatzes mittels Hitzeschock nach den Angaben der
Hersteller durchgefiihrt. Die Inkubation der Bakterien erfolgte auf LB-Platten mit Se-
lektions-Antibiotikum bei 37°C tiber Nacht. Der Erfolg der Transformation wurde mit-
tels Kolonie-PCR (siehe 2.2.2.5) oder Restriktionsverdau (siehe 2.2.3.1) iiberpriift.

2.2.3.4 Sequenzierung
Alle im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Sequenzierungen wurden von der Firma
TopLab angefertigt. Die Vorbereitungen der Proben erfolgte dabei nach den Angaben

der Firma.

2.2.4 Expressionsstudien

Nach serieller Passagierung von PERV auf humanen 293 Zellen kam es zu genetischen
Veranderungen in der LTR-Regionen der Viren, welche mit ansteigender Passagenzahl
gleichzeitig mit einem Titeranstieg assoziiert waren (siche 3.1.4). Die Klonierung von
LTRs verschiedener Passagen in den Vektor pCR2.1-TOPO (Tabelle 2.7) und deren
anschlieBende Sequenzierung zeigte eine Multimerisierung von repetitiven Sequenzen
(,,Repeats*). Fiir die Untersuchung des Einflusses dieser repetitiven Bereiche in der vi-
ralen LTR auf die Expression von PERV in humanen 293 Zellen wurden LTR Regionen
mit unterschiedlicher Anzahl von Repeats tiber Restriktion mit den Enzymen Kpnl und
Xhol (Tabelle 2.8) aus dem Vektor pCR2.1-TOPO ausgeschnitten, und in die Vektoren
pGL-basic und pRL-TK eines dualen Luziferase Systems (Promega) iiber Ligation ein-
gebracht. Die weitere Vorgehensweise erfolgte streng nach den Angaben des Herstellers
und soll hier nur kurz Erwdhnung finden: Die eigentliche Untersuchung der Regulati-
onsfunktion der PERV-LTRs erfolgte iiber luminometrische Messung der Expression
einer Firefly (Photinus pyralis) Luziferase auf dem Vektor pGL3-basic in humanen 293
Zellen an einem WinGlow 1.24 Luminometer (Berthold). Um eine unterschiedliche
Transfektion der Zellen (siehe 2.2.4.1) auszuschlieBen, wurden diese mit dem Vektor
pRL-TK kotransformiert. Dieser Vektor tragt die Sequenz der Renilla (Renilla renifor-
mis) Luziferase, welche sich durch den Umsatz von Coelenteracin statt Luziferin als
Substrat von der Firefly-Luziferase unterscheidet. Dies ermoglichte eine Messung der
Firefly-Luziferase-Aktivitit in Abhdngigkeit von der Transformationsrate und somit

eine Aussage iiber die Regulationsintensitit der PERV-LTRs.
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2.2.4.1 Transfektion eukaryotischer Zellen

Fiir die Transfektion eukaryotischer Zellen wurde das auf kationischen Liposomen ba-
sierende Transfektions-Reagenz TransFast (Promega) verwendet. Dazu wurde 1 pg
Plasmid-DNA in 20 ul Serum-freiem Medium 1:1 mit dem Reagenz gemischt und auf
3 x 10* 293 Zellen/well einer lichtundurchlissigen 96-well Platte gegeben. Die Platte
wurde 1 Stunde bei 37°C und nach Zugabe weiterer 200 pl/well Serum-haltigen Medi-
ums fiir 24-72 Stunden Inkubiert.

2.3 Immunologische Methoden

Fir den immunologischen Nachweis von PERV wurden verschiedene PERV-
spezifische Antiseren verwendet (Tabelle 2.9). Samtliche Seren wurden aliquotiert und
bei —20°C gelagert. Fiir einige Anwendungen mufiten die Seren zur Verminderung un-
spezifischer Bindungen mit Zellen der jeweiligen Spezies adsorbiert werden. Dies wur-
de durch Inkubation des Serums mit mindestens 1 x 10’ Zellen fiir 3 Stunden in einem
,,Uber-Kopf-Schﬁttler“ bei RT erreicht. Nach der Inkubation wurden die Zellen durch

Zentrifugation bei 500 x g fiir 10 Minuten pelletiert und aus dem Serum entfernt.

Tabelle 2.9: Priméare Antikorper
WB: Western Blot; ELISA: Enzyme-linked Immuno Assay; IPA: Immuno Peroxidase Assay; IFM:
Immun-Fluoreszenz Mikroskopie; IHC: Immun-Histochemie

Antikorper Epitop Verdiinnung Referenz
WB ELISA IPA IFM IHC

Seren der in Gesamt PERV 1:100 1:100 1:100 1:100 1:10-  diese Arbeit

vivo Studien 1:320

Ziege 20 PERV rpl5E 1:500 1:500 1:500 1:100 1:100  Denner et al.,
unverdffentl.

Ziege 18 PERV pl5E 1:100 1:100 1:100 1:100 - Stephan et al.,
2001

Ziege 10 PERV gp70 1:20 1:20 - - - Tacke et al.,
2001

Kaninchen 6  PERV Gag 1:100 1:100 1:100 1:100 - Tacke et al.,
2001

Anti-Gag FLV Gag 1:500 1:500 - - - Tacke et al.,
2001

2.3.1 Enzyme-Linked Immuno Assay (ELISA)

Rekombinante Proteine der Regionen von Gag und Env von PERV wurden in 0,05 M
Natriumcarbonat-Puffer (0,05 M Na,COs;, 0,05 M NaHCOj3, 0,06 g NaCl, pH 9,6) ge-
16st und mit 1 pg Protein pro well durch Inkubation bei 4°C {iber Nacht auf flexible 96-
well Platten (BD) gebracht. Nach Waschen der Platten mit PBS und 0,05% Tween 20
wurden die Platten mit einer Blockierungslosung (PBS mit 3% bovinem Serum Albu-
min (Serva) und 10% fotalem Kélberserum (Biochrom) inkubiert, um unspezifische

Bindungen der primédren Antikorper zu verhindern. Nach erneutem Waschen mit PBS
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und 0,05% Tween 20 wurden die primdren Antikdrper in Blockierungslosung mit
0,05% Tween 20 verdiinnt (Tabelle 2.9), mit 100 pl pro well auf die Platten gegeben
und bei 37°C fiir eine Stunde inkubiert. AnschlieBend wurden die Platten erneut 5 mal
mit PBS mit 0,05% Tween 20 gewaschen, mit 100 pl pro well Peroxidase-konjugiertem
sekunddrem Antikorper versehen und erneut bei 37°C fiir eine Stunde inkubiert. Die
sekundéren Antikorper wurden dabei entsprechend den Angaben des Herstellers in Blo-
ckierungslosung mit 0,05% Tween 20 verdiinnt (Tabelle 2.10). Nach der Inkubation
wurden die Platten erneut 5 mal mit PBS mit 0,05% Tween 20 gewaschen. Durch Zu-
gabe von Wasserstoff-Peroxid (H20;) als Substrat und von 100 pg pro well o-
Phenylendiamin-Dihydrochlorid (OPD, Sigma) als Chromogen wurde ein Farbumsatz
erreicht, welcher in einem ELISA-Reader (Tecan) bei einer Wellenldnge von 492 nm

gegen 620 nm gemessen werden konnte.

Tabelle 2.10: Sekundéare Antikorper

MS: Meerschweinchen; HRP: Meerrettich-Peroxidase; FITC: Fluoresceinisocyanat; WB: Western Blot;
ELISA: Enzyme-linked Immuno Assay; IPA: Immuno Peroxidase Assay; IFM: Immun-Fluoreszenz
Mikroskopie; IHC: Immun-Histochemie

Spezies Anti- Epitop Konju- VerdUnnung in Her-
korper gation ~ WB ELISA IPA__IFM __IHC steller
Ratte olgG gesamt HRP 1:1000 1:1000 - - - Sigma
MS olgG gesamt HRP 1:200 - - - - Sigma
Nerz olgG gesamt HRP 1:200 - - - - Sigma
Ziege algG gesamt HRP 1:1000 1:1000  1:1000 - 1:300 Sigma
algG gesamt FITC - - - 1:500 - Sigma
Kaninchen algG gesamt HRP 1:1000 1:1000  1:1000 - - Sigma
olgG gesamt FITC - - - 1:200 - Sigma
Human algG gesamt HRP 1:1000 - - - - Sigma
algM p-Kette HRP 1:1000 - - - - Sigma
algA a-Kette HRP 1:1000 - - - - Sigma
algE e-Kette HRP 1:1000 - - - - Sigma
algG Vimentin HRP - - - - 1:500 Dako
algG Zytokeratin ~ HRP - - - - 1:500 Roche
Versch. olgG Prot. G HRP 1:5000 1:5000  1:5000 - - Sigma

2.3.2 Immuno Peroxidase-Assay (IPA)

Fiir den immunologischen Nachweis der Expression viraler Proteine in kultivierten Zel-
len wurden in 100 ul 3 x 10* Zellen pro well auf eine Poly-D-Lysin beschichtete 96-
well Platte (Greiner) gebracht und durch 3 Stunden Inkubation bei 37°C, 5% CO; und
98% Luftfeuchtigkeit zum Anwachsen gebracht. Nach Entfernung des Mediums wurden
die Zellen mit 100 pl pro well eiskaltem Methanol bei —20°C iiber Nacht fixiert und
damit gleichzeitig die Membran fiir die intrazelluldre Farbung permeabilisiert. Nach der
Fixierung wurde das Methanol durch Waschen mit PBS entfernt, die Zellen mit 100 pl
pro well Blockierungslosung (PBS mit 2% fettarmen Milchpulver) iiberschichtet und
bei 37°C, 5% CO; und 98% Luftfeuchtigkeit fiir 1 Stunde inkubiert. AnschlieBend wur-
den die primiren Antikorper in Blockierungslosung verdiinnt (Tabelle 2.9), mit 100 pl
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pro well auf die Platten gegeben und bei 37°C, 5% CO, und 98% Luftfeuchtigkeit fiir
eine Stunde inkubiert. Die Platten wurden erneut 3 mal mit PBS gewaschen, mit 100 pl
pro well Peroxidase-konjugiertem sekunddrem Antikdrper versehen und erneut bei
37°C, 5% CO; und 98% Luftfeuchtigkeit fiir eine Stunde inkubiert. Die sekundéren
Antikorper wurden dabei entsprechend den Angaben des Herstellers in Blockierungs-
16sung verdiinnt (Tabelle 2.10). Nach der Inkubation wurden die Platten 3-5 mal mit
PBS gewaschen. Durch Zugabe von 1 Teil des Chromogens 3-Amino-9-Ethyl-Carbazol
(AEC (Sigma), gelost in 4 mg/ml Dimethylformamid (DMF, Roth)) und 19 Teilen 20
mM Natrium-Acetat Puffer (pH 5) wurden bei weiterer Zugabe von H,O, als Substrat
die viralen Proteinkomplexe durch eine intensive Fiarbung sichtbar. Fiir lingere Lage-
rung wurden die Platten nach Entfernung der Substratldsung mit 20% Glycerol in Aqua
dest. iiberschichtet. Zur Dokumentation wurden Bilder der IPAs an einem Zeiss Axio-

vert inversen Lichtmikroskop angefertigt.

2.3.3 Western Blot (WB)

Je nach Fragestellung wurde entweder ein elektrophoretisch aufgetrenntes Lysat kulti-
vierter Zellen oder ein Lysat aus pelletiertem Virus fiir die Western Blot-Analysen ver-
wendet. Die Lyse kultivierter Zellen wurde dabei durch Inkubation von 1 x 107 Zellen
in 10 ml Lysepuffer (1% Triton-x 100, 0,32 M Sucrose, 5 mM EDTA, 10 mM Tris (pH
8,0), 2 mM DTT und 1 Tablette Protease Inhibitor Cocktail (Roche)) erreicht.

Fiir ein Virus-Lysat wurde Gradient-gereinigtes Virus verwendet (sieche 2.5.1), welches
durch Aufnahme in Probenpuffer (BioRad) und Auftkochen lysiert wurde.

Die Proteinkonzentrationen der jeweiligen Lysate wurden in einem kommerziellen
ELISA-Systems nach Bradford (BioRad) bestimmt, mit 10 pg pro Spur in einer 10%
Natriumdodecylsulfat Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE) in Tricin-Puffer
aufgetrennt und mittels einer Semi-Dry-Blot-Apparatur (BioRad) 45 Minuten lang bei
15 Volt auf eine Polyvenyliden Fluorid (PVDF)-Membran transferiert. Die Membranen
wurden anschliefend in einer Blockierungslosung (PBS, 0,5% Tween 20, 2% BSA)
inkubiert und bis zur Verwendung bei 4°C gelagert. Primére Antikorper wurden in Blo-
ckierungslosung verdiinnt (Tabelle 2.9) und bei 4°C iiber Nacht auf der Membran inku-
biert. Nach dem Waschen der Membran in Waschpuffer (50 mM Tris, 150 mM NaCl,
0,5% Tween 20, 0,2% BSA, pH 7.,3) erfolgte eine Inkubation fiir 90 Minuten bei RT mit
dem entsprechenden Peroxidase-konjugierten sekundiren Antikdrper, welcher nach
Herstellerangaben in Blockierungslosung verdiinnt wurde (Tabelle 2.10). Nach erneu-
tem Waschen wurde die Antikdrperbindung durch Zugabe eines kommerziellen Chro-

mogens (metal-enhanced Diaminobenzidine, DAB (Pierce)) und H,O; visualisiert.

2.3.4 Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS)-Analyse
PBMCs von Rhesus-Affen und Pavianen wurden iiber Ficoll-Histopaqu Dichtezentrifu-
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gation unter Verwendung von Citrat-gepufferten Vacutainer CPT Rohrchen (BD) frisch
isoliert, 2 mal mit PBS gewaschen und maschinell gezéhlt (Coulter Counter T890). Die
Lymphozyten wurden nach Standardprotokoll mit humanen kreuzreagierenden Antikor-
pern gegen CD3, CD4 und CD8 Oberfliachenproteine gefarbt (Tabelle 2.10) und der
prozentuale Anteil der jeweiligen positiven Zellen in der gesamt Population unter Be-

nutzung einer CellQuest Software an einem FACS Calibur (BD) bestimmt.

2.3.5 Histochemie (HC)

Die Histochemie wurde in Kooperation mit Dr. R. Plesker am Paul-Ehrlich-Institut
durchgefiihrt. Gewebeproben aus den in vivo-Versuchen wurden in 10% Formalin fiir
24 Stunden fixiert und anschlieBend in Paraffin eingebettet. Die Anfertigung der 3 um
dicken Diinnschnitte erfolgte an einem HM 400 Schnittmikrotom (Microm). Anschlie-
end wurde das Paraffin von den Diinnschnitten mittels serieller Dehydrierung (3 mal 1
Minute Xylol, 2 mal 1 Minute Propanol, 1 Minute 96% Ethanol, 1 Minute 70% Ethanol,
2 mal 1 Minute Aqua dest.) entfernt. Die Farbung mit Himatoxylinlosung (Papanicola-
ou lb; Merck) erfolgte durch zweimalige Inkubation fiir je eine Minute. Nach zweimal
Waschen fiir je 1 Minute mit Aqua dest., wurde die Reaktion durch Zugabe von HCL-
Ethanol-Losung (576 ml EtOH (100%), 524 ml Aqua dest., 2,8 ml HCL (37%)) ge-
stoppt. Nach dem Waschen mit Aqua dest. fiir eine Minute und der Inkubation mit 70%
Ethanol fiir eine Minute, wurden die Schnitte fiir eine Minute mit Eosinlosung (Merck;
20g ad 1 L Aqua dest. und 1 L EtOH (96%)) gegengefirbt. Nach abschlieBender Inku-
bation fiir 1 Minute in 70% Ethanol, 2 x 1 Minute in 96% Ethanol, 2 x 1 Minute in Pro-
panol und 3 x 1 Minute in Xylol, wurden die Schnitte mit Entellan (Sigma) eingedeckt.
Die Auswertung der Histochemie erfolgte an einem ST 4040 Lichtmikroskop (Leica).

2.3.6 Immun-Histochemie (IHC)

Die Immun-Histochemie wurde in Kooperation mit Dr. R. Plesker am Paul-Ehrlich-
Institut, und Herrn Prof. Dr. Reinacher am Institut fiir Veterinidrpathologie der Justus-
Liebig-Universitat in GieBen durchgefiihrt. Gewebeproben aus den in vivo-Versuchen
wurden in konzentriertem Methanol (70%, v/w) fiir 24 Stunden fixiert und anschlie3end
in Paraffin eingebettet. Die Anfertigung der 4 um dicken Diinnschnitte erfolgte nach
Standard-Protokollen an einem HM 400 Schnittmikrotom (Microm). Von den eingebet-
teten Diinnschnitten wurde nach einer Stunde Inkubation bei 58°C auf Objekttrigern
das Paraffins bei RT mittels serieller Dehydrierung (4 x 1 Minute Xylol, 2 x 1 Minute
Propanol, 1 Minute 100% Ethanol, 1 Minute 70% Ethanol, 1 x 5 Minuten Aqua dest.)
entfernt. Die Inaktivierung endogener Peroxidasen erfolgte durch Inkubation mit 3%
H,0, fiir 10 Minuten. Nach dem Waschen der Diinnschnitte unter flieBendem Wasser
fiir 20 Minuten und 2 mal Waschen mit TBS fiir 5 Minuten, wurden die Schnitte ge-
trocknet und durch Inkubation in PBS mit 1% BSA fiir 20 Minuten bei RT blockiert. Im
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Anschlufl wurde der primire Antikorper von 1:10 bis 1:320 in TBS verdiinnt und auf
den Diinnschnitten fiir 60 Minuten bei RT inkubiert. Nach 3 mal 5 Minuten waschen
mit TBS wurde der sekundédre Antikorper nach den Angaben des Herstellers in TBS
verdiinnt (Tabelle 2.10) und ebenfalls fiir 60 Minuten bei RT auf die Diinnschnitte ge-
geben. Nach 3 mal 5 Minuten Waschen mit TBS wurde die Antikérperbindung durch
Zugabe eines kommerziellen Chromogens (Diaminobenzidine, DAB (Sigma)) und
H,0O; sichtbar. Die Schnitte wurden abschlieBend 5 Minuten in 70% Ethanol, 5 Minuten
in 80% Ethanol, 2 mal 5 Minuten in 96% Ethanol und 2 mal 5 Minuten in Xylol inku-
biert und dann mit Entellan (Sigma) abgedeckt. Die photographische Dokumentation

der Immun-Histochemie erfolgte an einem Zeiss Axiophot Fluoreszenzmikroskop.

2.4 Mikroskopie

Alle Zellen wurden standardmifig lichtmikroskopisch (Zeiss ID 03 oder Nikon Eclipse
TS100) auf ihre Morphologie und Vitalitit (Trypanblau-Farbung) untersucht. Immuno-
logische Nachweise viraler Infektionen (z. B. IPA, siehe 2.3.2) wurden ebenfalls mittels
Lichtmikroskopie oder mittels Immun-Fluoreszenzmikroskopie (siche 2.4.1) durchge-
fiihrt. Spezielle Mikroskopie-Techniken wie Transmissions-Elektronenmikroskopie
(TEM, siehe 2.4.2) oder Raster-Elektronenmikroskopie, (REM, siehe 2.4.3) wurden in
Kooperation mit den elektronenmikroskopischen Abteilungen des Paul-Ehrlich-
Institutes und des Robert Koch-Institutes durchgefiihrt und werden im Folgenden nur
fiir Standard-Untersuchungen beschrieben.

2.4.1 Immun-Fluoreszenzmikroskopie (IFM)

Fiir die eine bessere Haftung der Zellen wurden Objekttrdger mit einer 0,005% Poly-L-
Lysin Losung beschichtet oder kommerzielle Adhdsions-Objekttrager (Roth) verwen-
det. Nach dem Festwachsen der Zellen wurden diese mit 2% Paraformaldehyd (Merck)
fiir 2 Stunden bei RT fixiert. Bei einer optionalen intrazelluldrer Farbung wurden die
Zellen nach zweimal waschen in PBS im Anschluf} an die Fixierung durch 15 Minuten
Inkubation in PBS mit 0,5% Triton-X 100 (Sigma) bei RT permeabilisiert. Nach dreimal
waschen in PBS und 30 Minuten Inkubation der Zellen bei RT in Blockierungslosung
(PBS, 1% Trockenmilch) wurden die Zellen mit dem entsprechenden primaren Antikor-
per (Tabelle 2.9) fiir 1 Stunde bei 37°C inkubiert. Nach weiterem dreimaligem Waschen
in PBS wurden die Zellen mit einem FITC-markiertem sekundiren Antikorper (Tabelle
2.10) fiir 30 Minuten bei RT inkubiert. Nach finalem zweimaligem Waschen in PBS
wurden die Zellen mit Moviol (Calbiochem) iiberschichtet und mit einem Deckglas ab-
gedeckt. Die Dokumentation erfolgte an einem Zeiss Axiophot oder einem Nikon Ec-

lipse E 600 Fluoreszensmikroskop mit DXM 1200 Digitalkammera.
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2.4.2 Transmissions-Elektronenmikroskopie (TEM)

Die Transmissions-Elektronenmikroskopie wurde in Kooperation mit Dr. K. Boller am
Paul-Ehrlich-Institut durchgefiihrt. Dazu wurden kultivierte Zellen fiir 45 Minuten bei
RT mit einer frisch in Medium angesetzten 2,5% Glutaraldehydlosung fixiert, aus der
Kulturflasche gekratzt und in fliissiger Agarose resuspendiert, welche dann sofort auf
Eis zum Abkiihlen gebracht wurde. Nach dem Schneiden der Agarose in kleine Blocke,
wurden diese nochmals in 1% Osmium-Tetraoxyd-Ldsung (OsO4 in PBS) fixiert und
seriell in Ethanol dehydriert. Nach Einbettung in Epon 812 wurden die Eponbldcke an
einem Ultracut 4 Mikrotom (Leica) in 80 nm dicke Diinnschnitte geschnitten. Diese
wurden dann bei RT 10 Minuten mit 2% Uranyl-Acetat und 2 Minuten mit Blei-Citrat
kontrastiert. Zur Dokumentation wurden Mikrographien an einem Zeiss CEM 902

Elektronenmikroskop im ESI Modus aufgenommen.

2.4.3 Raster-Elektronenmikroskopie (REM)

Alle Raster-elektronenoptischen Aufnahmen wurden in Kooperation mit Dr. M. Ozel
am Robert Koch-Institut durchgefiihrt. Dazu wurden PERV/5°-produzierende 293 Zel-
len auf ein mit Alzian-Blau beschichtetes Deckglas gebracht und mit 2,5% Glutaralde-
hyd (in PBS) fiir 30 Minuten sowie weiterhin mit 1% Osmium Tetraoxyd fiir 1 Stunde
bei RT fixiert. Die Proben wurden dann seriell in Ethanol dehydriert und in Carbon-
Dioxid nach der Kritisch-Punkt-Methode getrocknet. Nach dem Aufbringen einer 8 nm
Goldschicht wurden die Proben in einem LEO 1530 Raster-Elektronenmikroskop bei 5

kV untersucht und dokumentiert.

2.5 Virologische Methoden
Fiir die in dieser Arbeit durchgefiihrten in vitro und in vivo Infektionsversuche wurden

verschiedene porcine endogene Retroviren verwendet, welche sich in ihrem Subtyp oder
ihrer produzierenden Zell-Linie unterscheiden. Tabelle 2.11 gibt eine Ubersicht der

verwendeten Viren und zeigt deren weitere Charakteristika.

2.5.1 Isolation von Viren aus Zellkulturtiberstand

PERV wurde aus dem Uberstand kultivierter Zellen isoliert, indem ein 3 Tage alter
Uberstand von 1 x 10’ PERV-produzierenden Zellen durch Zentrifugation bei 500 x g
erst von freien Zellen, und dann durch Zentrifugation bei 10000 x ¢ fiir 15 Minuten von
Zelltriimmern befreit wurde. Aus dem klaren Uberstand wurden die Viruspartikel durch
Ultrazentrifugation bei 54000 x g iiber 3 Stunden pelletiert, in TE-Puffer aufgenommen
und bei —80°C gelagert. Fiir eine weitere Reinigung des Virus erfolgte im AnschluB eine

weitere Zentrifugation bei 140000 x g fiir 2 Stunden durch ein 22% Succrose-Kissen.
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Tabelle 2.11: Verwendete Viren

Fiir einen vergleichbaren Einsatz der verschiedenen Virustypen wurde deren jeweiliger Titer bestimmt
(siehe 2.5.3). Da nicht fiir alle verwendeten Viren eine Titerbestimmung erfolgte, sind fiir diese Virusty-
pen alternativ RT-Aktivititen angegeben, welche nach 3 Tagen Kultivierung von 1 x 107 Zellen in dem
jeweiligen Uberstand gemessen wurden. Bei den mit * gekennzeichneten porcinen PBMCs erfolgte die
RT-Bestimmung erst 5 Tage nach Kultivierungsbeginn, da hier fiir die optimale Virusfreisetzung eine
Stimulation mit 72 pg/ml PHA erfolgen mufite. NG: Nicht getestet.

Virus Subtyp Titer RT [mU/ml] Zell-Linie
PERV/MP A,B,C NG 5+ 2 porcine PBMC*
PERV/PK-15 A, B 1x 10" 80+ 10 PK-15
PERV/293 A, B 1 x 10*? 280+ 6 293-PERV
PERV/293/I A, B 1x10*° 300 + 4 293-PERV/I
PERV/293/I1 A, B 1x 10*7 335+ 9 293-PERV/II
PERV-A A 1x 10" 180+ 5 293-PERV-A
PERV-A/I A 1x 10*® 130+ 7 293-PERV-A/I
PERV-A/II A 1x10° 110+ 11 293-PERV-A/II
PERV-B B 1x 107 200+ 3 293-PERV-B
PERV-B/I B 1x 10*¢ 125+ 7 293-PERV-B/I
PERV-B/II B 1x10° 120+ 9 293-PERV-B/II
PERV/NIH/3° A/C 1x10* 350+ 10 293-NIH-3°
PERV/4° A/C 1x10° 385+ 8 293/4°
PERV/5° A/C 1x10° 530+ 12 293/5°
PERV/6° A/C NG 340 + 10 293/6°
PERV/C8166 A, B NG 27+ 2 C8166-PERV
PERV/C8166/1 A, B NG 26+ 1 C8166-PERV/I
PERV/Mv1Lu A, B 1x10° 39+1.,8 Mv1Lu-PERV
PERV/Mv1Lu/l A, B NG 13+0,3 Mv1Lu-PERV/I
PERV/293(MvliLu)  A,B NG 37+2,1 293-Mv1Lu-PERV

2.5.2 Nachweis von Reverser Transkriptase (RT)-Aktivitat (RT-Test)

Der Nachweis von RT-Aktivitit in Uberstinden kultivierter Zellen oder in Plasma der
nicht-humanen Primaten erfolgte unter Verwendung eines kommerziellen Systems mit
Priferenz fiir die Mangan-abhingige Reverse Transkriptase der Gammaretroviren (C-
Type RT-Activity Assay, Caviditech). Die Durchfiihrung erfolgte strikt nach den Anga-

ben des Herstellers.

2.5.3 Virustitration

Auf einer Poly-D-Lysin beschichteten 96-well Platte (Greiner) wurden 3 x 10* uninfi-
zierte PERV-suszeptible Zellen pro well gegeben und fiir 3 Stunden bei 37°C, 5% CO,
und 98% Luftfeuchtigkeit zum Anwachsen gebracht. Parallel dazu wurden Uberstinde
von kultivierten PERV-produzierenden Zellen durch Zentrifugation bei 500 x g fiir 10
Minuten und Filtration durch einen 0,45 um Sterilfilter von Zellen befreit und je nach
Virustyp 1:2 bis 1:10 in Kulturmedium 12 mal seriell verdiinnt. Die einzelnen Verdiin-
nungsstufen wurden dann mit 100 pl pro well in je 8 Replikaten auf die Platte mit den
Zellen transferiert, und iiber Nacht unter den iiblichen Zellkulturbedingungen inkubiert.

Nach der Inkubation wurde der Virus-haltige Uberstand entfernt und nach Waschen mit
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PBS durch frisches Medium ersetzt. Die Zellen wurden 4 bis 6 Wochen lang kultiviert,
wobei die Zelldichte pro well alle 3 bis 4 Tage durch Passagierung von 1:3 reguliert
wurde. Nach spitestens 6 Wochen wurde das Medium entfernt und die Infektion der
Zellen mittels PCR nach dem Protokoll der DNA-Isolation aus kultivierten Zellen im
96-well Malistab (siche 2.2.1.2) und anschlieBender Lyse-PCR im 96-well Malistab
(sieche 2.2.2.4) iiberpriift. Alternativ wurden die Zellen nach Entfernung des Mediums
iiber Nacht mit 100 pl pro well eiskaltem Methanol bei —20°C fixiert. Die Detektion
PERV-infizierter Zellen erfolgte dann mittels IPA (siehe 2.3.2) unter Verwendung eines
Antiserums (Ziege 20; Tabelle 2.9), welches durch Immunisierung mit dem rekombi-
nanten transmembranen Hiillprotein pISE von PERV erhalten wurde (Denner et al.,
unverdffentlicht). Die Auswertung erfolgte in beiden Féllen mit eine Software des Nati-
onal Institute of Cell Biology (NCBI) zur Bestimmung des jeweiligen Virustiters (Tis-

sue culture infectious dose, TCIDs).

2.5.4 In vitro Infektion kultivierter Zellen

Fiir die meisten in vitro Infektion kultivierter Zellen wurden zellfreie Uberstinde von
kultivierten PERV-produzierenden Zellen verwendet, welche durch Zentrifugation bei
500 x g fiir 10 Minuten und Filtration durch einen 0,45 um Sterilfilter von Zellen befreit
wurden. StandardméBig wurden 1 x 107 Zielzellen in 10 ml Medium zusitzlich mit 10
ml frischem Virus-haltigem Uberstand versetzt und fiir 12 bis 24 Stunden bei 37°, 5%
CO; und 98% Luftfeuchtigkeit inkubiert. Die Virus-haltigen Uberstinde enthielten da-
bei den in Tabelle 2.11 angegebenen Virustiter, welcher nach 3 Tagen Kultivierung von
1 x 10’ PERV-produzierenden Zellen in den Uberstand sezerniert wurde. Fiir einige der
Infektionsversuche wurden zusitzlich 6-10 pg Polybren (Sigma) pro ml Medium als
kationischer Infektionsverstiarker verwendet (Xu et al., 2000; Themis et al., 1998). Ne-
ben zellfreier Infektion wurden auch Infektionsversuche mit Zell-Zell-Kontakt durchge-
fiihrt. Dazu wurden porcine PERV-produzierende PK-15 Zellen radioaktiv bestrahlt, um
sie in ihrer weiteren Proliferation zu hemmen und nach dem nichsten Zellteilungs-
Zyklus zum Absterben zu bringen. Die so behandelten Zellen wurden mit uninfizierten
Zielzellen im Verhéltnis 1:1 kultiviert, bis tiber PCR mit Schweine-spezifischen Pri-
mern (Tabelle 2.6) keine porcinen Zellen mehr nachweisbar waren. Die verbliebenen
Zellen wurden dann mit PERV-spezifischen Primern (Tabelle 2.6) auf Infektion getes-
tet.

2.5.5 In vivo Infektionsversuche

Alle im Rahmen dieser Arbeit vorgestellten in vivo Infektionsversuche wurden am Paul-
Ehrlich-Institut in Kooperation mit Dr. R. Plesker und Dr. C. Coulibaly, und unter
strenger Berlicksichtigung der Auflagen des Regierungsprisidiums Darmstadt und dem

deutschen Tierschutzgesetz durchgefiihrt. Einigen Kleintieren, sowie allen Affen wur-

45



II. MATERIAL UND METHODEN

den Immunsuppressiva appliziert, um die Bedingungen einer klinischen Xenotransplan-

tation zu simulieren. Applikationsart und Dosis sind unter den jeweiligen Versuchbe-

schreibungen zu finden. Im Vorfeld soll jedoch kurz auf den Wirkmechanismus der

applizierten Medikamente eingegangen werden.

2.5.5.1 Verwendete Immunsuppressiva

Cyclosporin-A (Cs-A)

Cyclosporin ist ein aus 11 Aminosduren bestehendes lipophiles cyclisches Peptid aus dem Bodenpilz
Tolypocladium inflatum Gams und wirkt am starksten im Zytosol der CD4-positiven (CD4+) T-
Helfer-Lymphozyten. Es sind antigenspezifische Zellen, die sich iiblicherweise im ruhenden Zu-
stand, der GO-Phase des Zellzyklus, befinden. Erst wenn es zu einer Stimulation des Antigenrezep-
tors der T-Lymphozyten kommt, beginnen die Synthese von Interleukinen und die Proliferation der
Zellen. Im Rahmen der hiermit eingeleiteten klonalen Expansion entstehen T-Helferzellen (CD4+)
und zytotoxische T-Lymphozyten (CD8+). Hierbei handelt es sich um die Anfangsphase der zellula-
ren Immunreaktion, welche schlielich unter anderem zur Transplantatabstofung fithren kann.
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Abbildung 2.1: Schematische Wiedergabe des Wirkmechanismus von Cyclo-
Sporin. Erklirungen siehe Text. (Text und Abbildung verindert nach: Schroder und Herzig (1998))

Zur initialen T-Zell-Aktivierung bedarf es Antigen-autbereitender Zellen (z. B. Makrophagen), die
nach vorheriger Proteolyse Antigenfragmente gemeinsam mit dem Histokompatibilitdtskomplex
(MHC)-II-Molekiil prasentieren. Diese interagieren mit dem antigenspezifischen Rezeptor des T-
Lymphozyten, der auf der Zelloberfliche gemeinsam mit einem CD4- und einem CD3-Glykoprotein
kolokalisiert ist. Die beiden letztgenannten Glykoproteine unterstiitzen die Antigenerkennung und
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die intrazelluldre Signaltransduktion. Intrazelluldr wird nach T-Zell-Rezeptorstimulation eine Phos-
pholipase C aktiviert, welche daraufthin aus membraniren Phospholipiden Inositol-1,4,5-triphosphat

(IP3) und Diacylglycerol (DAG) freisetzt. Diese beiden intrazelluldren Botenstoffe sorgen auf eine
unterschiedliche Weise fiir eine Aktivierung der Gen-Transkription.

IP3 setzt aus zytosolischen Speichern Calcium-Ionen (Ca®") frei. Ca*" und Calmodulin aktivieren
Calcineurin, ein Enzym mit Phosphataseaktivitit. Das aktivierte Calcineurin bindet sich im Zytosol
an das Protein NFAT ("nuclear factor of activated thymocytes") und sorgt fiir dessen Dephosphory-
lierung. Nur im dephosphorylierten Zustand gelangt NFAT gemeinsam mit Calcineurin als Komplex
in den Zellkern. Sie lagern sich an die DNA und induzieren die Transkription der mRNA fiir Inter-
leukin 2 (IL2) und anderer Genprodukte. Im Zellkern antagonisiert Calcineurin die erneute Phospho-
rylierung des NFAT durch Kinasen. Vermutlich wandert der Calcineurin/NFAT-Komplex wieder
aus dem Zellkern in das Zytoplasma zuriick, wenn durch gegenregulatorische Vorgénge der intrazel-
luldre Ca”'-Spiegel gesunken ist.

Der zweite intrazelluldre Signaltransduktionsweg besteht zunichst in der oben genannten Produktion
von Diacylglycerol durch Phospholipase C und der Aktivierung der Proteinkinase C. Dies fiihrt zu
einer Aktivierung von Ras, einem Protein mit GTPase-Aktivitit. Daneben ist zusitzlich eine Prote-
inkinase-C-unabhingige Ras-Aktivierung moglich. Ras interagiert mit Raf-1 (= Serin/ Threoninki-
nase), wodurch eine Kinasen-Kaskade reguliert wird. Auch dieser Weg fiihrt schlieBlich zu einer In-
duktion der IL2-Transkription und anderer Genprodukte.

Der erstgenannte intrazelluldre Aktivierungsweg wird durch Cyclosporin gehemmt (Abbildung 2.1),
indem es sich intrazellulir an ein Immunophilin namens Cyclophilin bindet und der Cyclospo-
rin/Cyclophilin-Komplex bindet sich dann wiederum an Calcineurin, blockieren dessen Enzymakti-
vitdt und hemmen somit die Dephosphorylierung des NFAT, die Translokation des Calcineu-
rin/NFAT-Komplexes in den Zellkern und die Produktion der mRNA fiir IL2 und anderer Genpro-
dukte.

Methylprednisolon

Das von Hydrocortison (Cortisol) abgeleitete synthetische Glucocorticoid Prednisolon bindet nach
passiver Diffusion durch die Zellmembran an einen zytosolischen Glucocorticoid-Rezeptor (Abbil-
dung 2.2). Eine dadurch ausgeldste Konformationsénderung des Rezeptors hat die Losldsung eines
rezeptorassoziierten Hitzeschockproteins (HSP 90) zur Folge. Der auf diese Weise aktivierte Ste-
roid-Rezeptor-Komplex transloziert in den Zellkern und bindet dort an spezifische DNA-Strukturen
(,glucocorticoid responsive elements; GRE's) in der Promotor-Region Steroid-sensitiver Gene. Die
infolge einer hormonspezifischen Induktion der Genexpression entstehenden mRNA-Molekiile wer-
den in die entsprechenden Glucocorticoid-induzierbaren Proteine translatiert.

Auf der anderen Seite wird bei Bindung des Glucocorticoid-Rezeptor-Komplexes an sogenannte
»hegative GRE's* die Expression bestimmter Gene supprimiert. Als Ursache dieses Effektes wird
eine sterische Behinderung der Bindung positiv wirkender Transkriptionsfaktoren diskutiert.

Vielen antiphlogistischen und immunsuppressiven Glucocorticoid-Effekten liegt eine Hemmung der
Zytokin-aktivierbaren Transkriptionsfaktoren Activator Protein 1 (AP-1) und Nuclear Factor kappa-
B (NF-kappa-B) zugrunde, die mit Glucocorticoid-Rezeptor-Komplexen eine direkte Protein-
Protein-Wechselwirkung im Nukleus eingehen konnen. Eine Aktivierung von AP-1 hat die Tran-
skription proinflammatorischer Metalloproteasen (Kollagenose, Stromelysin) zur Folge. Bindungs-
stellen fiir NF-kappa-B sind unter anderem in der Promotorregion von Interleukin (IL)-Genen (IL-2,
IL-6, IL-8) nachgewiesen worden. NF-kappa-B ist im Zytosol an ein Repressorprotein der I-kappa-
B-Familie gebunden, das bei Stimulation der Zelle durch Zytokine phosphoryliert und proteolytisch
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abgebaut wird. Das freie NF-kappa-B-Molekiil transloziert in den Zellkern und aktiviert dort die
Transkription proinflammatorischer Gene. Neben der bereits erwéahnten direkten Inaktivierung von
NF-kappa-B induzieren Glucocorticoid-Rezeptor-Komplexe die Transkription des I-kappa-B-alpha-
Gens und hemmen somit iiber die erhohte Synthese dieses Inhibitorproteins die NF-kappa-B-
Translokation. Immunosuppressive und antiphlogistische Effekte sind im besonderen Mafle auf die
Hemmung der Zytokin-Synthese (zum Beispiel Interferon gamma, Granulozyten/Monozyten-
Kolonie-stimulierender Faktor [GM-CSF], IL-1, IL-2, IL-3, IL-6, Tumor-Nekrose-Faktor alpha
[TNFalpha]) und konsekutiv auf die Beeinflussung der Funktionen in das Entziindungsgeschehen
involvierter Zellen (zum Beispiel Hemmung der T-Lymphozyten-Aktivierung infolge Suppression
der IL-2- und IL-2-Rezeptor-Synthese) zuriickzufiihren. Ein weiterer Effekt von Glucocorticoiden
ist deren Wirkung auf der Ebene des zelluldren Energiestoffwechsels (Hemmung der RNA/DNA-
Synthese in aktivierten Lymphozyten).
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Abbildung 2.2: Schematische Darstellung des Wirkmechanismus von Predni-
solon. (Text und Abbildung aus: Hinz und Schréder (1998)).
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Das Rapamycin-Derivat RAD

Bei dem in der Primaten-Studie verwendeten RAD handelt es sich um ein neues Rapamycin-Derivat,
welches freundlicherweise von der Firma NOVARTIS zur Verfiigung gestellt wurde. Da sich das
Praparat noch in der Test-Phase befindet und genaue Daten des Wirkmechanismus zur Zeit noch
nicht bekannt sind, wird im Folgenden nur kurz auf den grundsétzlichen Wirkmechanismus von Ra-

pamycin eingegangen.

Crckire Horal
jo G vin inedekin s redapnod

+
-
\ -~ e —

L
Y

L L]

Gq phase 5 i s

T ol Cad apde peogeession

Abbildung 2.3: Schematische Darstellung des Wirkmecha-
nismus von Rapamycin. Erliduterungen siehe Text.

Rapamycin inhibiert die Interleukin-2 (IL-2)-abhingige Proliferation von T- und B-Zellen und damit
die T-Zell-vermittelte Immunantwort. Nach der Diffusion durch die Zellmembran bindet Rapamycin
den intrazelluldiren zytosolischen Rezeptor FKBP12. Der entstehende Komplex (Rapamycin-
FKBP12) bindet wiederum an mTOR (auch RAFT1) und blockiert dieses in seiner Funktion im
Ras/MAP-Kinase Signalweg. Daraus resultiert ein Arrest der T-Zellen in der spdten G1/S-Phase des
Zell-Zyklus. Weiterhin kommt es durch die Blockade von mTOR zu einer Inhibierung der 70 kD S6
Protein Kinase und damit zum Stop der zelluldren Protein Synthese.

C1-Komplement-Inhibitor und der Komplement-Depletor Cobra Venom Fac-
tor (CVF)

An dieser Stelle kann und soll nicht detailliert auf die einzelnen Aktivierungsschritte der verschiede-
nen Komplementwege eingegangen werden. Eine kurze Ubersicht gibt Abbildung 2.4. Dariiber hi-
nausgehende Informationen sind weiterfithrender Literatur zu entnehmen (z.B.: Walport, 2001a,b;
Thomas, 1992).

Cl-Inhibitor ist ein natiirlicher plasmatischer Faktor und der einzige Inhibitor fiir die aktivierten
Komplementkomponenten Clr und Cls, welche am Beginn des Antikorper-vermittelten klassischen

Weges der Komplementaktivierung stehen. Cl-Inhibitor verhindert damit regulatorisch eine {iber-
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schiefende Aktivierung des Komplementsystems. Dartiber hinaus zeigten jiingste Untersuchungen
eine Wirkung von Cl-Inhibitor als Regulator des alternativen Wegs der Komplementaktivierung
(Jiang et al., 2001). Dabei interagiert C1-Inhibitor mit C3b und verhindert dadurch die Bindung des
Faktor B an C3b. Damit kommt es zu einer Verminderten Bildung der C3 Konvertase und letztlich zu
einer Inhibierung des alternativen Weges der Komplementaktivierung. Die Applikation von Cl1-
Inhibitor in den Primaten-Versuchen dieser Arbeit diente damit der Inhibierung des klassischen wie

des alternativen Weges der Komplementaktivierung.
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Abbildung 2.4: Schematische Wiedergabe der verschiedenen Kom-
plementaktivierungs-Wege. (Abbildung aus Walport, 2001a).

Das aus dem Gift der Kobra (Naja naja kaouthia) gewonnene Anti-Komplement Protein (Cobra Ve-
nom Factor, CVF) ist ein C3b Analog. Eine bestehende Menge an Konvertase C3 des klassischen
Weges zerfillt normalerweise stindig in ihre Bestandteile C3a und C3b. C3b bindet dann auf der
Membran des Pathogens und bildet mit dem humanen Faktor B die Konvertase C3, welche den Fak-
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tor D in Ba und Bb spaltet. Der resultierende C3b,Bb-Komplex ist die C3 Konvertase des alternati-
ven Wegs und spaltet hoch effizient C3 in C3a und C3b zur Deponierung vieler C3b-Molekiile auf
der Oberflache des Pathogens. Die Applikation des C3b Analogs CVF induziert demzufolge eine Ak-
tivierung des alternativen Wegs durch gesteigerte Spaltung von C3. In hohen Dosen von CVF erfolgt
die Spaltung so schnell, daf} es zu einem vollstindigen Verbrauch von C3 und damit zu einer Inhibie-

rung von klassischem und alternativem Weg der Komplementaktivierung kommt.
2.5.5.2 In vivo Infektion von Kleintieren

A) Inokulation von Ratten

Fiir die in vivo Studie mit Ratten wurden weibliche Wistar/WU Ratten (Charles River)
verwendet, die in 13 verschiedenen Versuchsansétzen (Tabelle 2.12) mit drei Tiere pro
Gruppe gehalten wurden. Neben Gruppen mit naiven Tieren (Gruppen 1-3, 7-9, 13)
wurden auch Gruppen eingesetzt, deren Tiere jeden zweiten Tag mit 10 mg/kg Cyclo-
sporin-A (Cs-A, Sandimmun, Novartis Pharma) i.m. immunsupprimiert wurden (Grup-
pen 4-6). Tiere weiterer Gruppen erhielten zusétzlich 5 Tage vor der Virus-Applikation
und am Tag der Applikation je 500ug/kg Cobra Venom Faktor (CVF, Sigma) i.p.
(Gruppen 10-12). Zwei weitere Gruppen (Gruppen 8 und 9) enthielten Jungtiere, welche
am Tag ihrer Geburt mit 1 ml zellfreiem Uberstand von PERV-produzierenden PK-15
Zellen oder von 293/PERV-Zellen i.p. inokuliert wurden. Fiir die Inokulation der adul-
ten Ratten der Gruppen 1, 2, 4, 5, 8-11 wurden 2 ml zellfreier Kulturiiberstand von
PERV-produzierenden PK-15 oder 293 Zellen verwendet. Den Tieren wurde ein Virus-
Titer von 1 x 10° TCIDs, pro Tier intraperitoneal (i.p.) und/oder intramuskulér (i.m.)
und/oder intravends (i.v.) appliziert (Tabelle 2.12), wobei der Virus-Titer einiger Uber-
stinde durch Ultrazentrifugation angereichert wurde (siehe 2.5.1). Den Tieren der
Gruppen 1, 2, 4 und 5 wurden 8 Wochen nach der zellfreien Virusgabe zusétzlich 5 x
10" PERV-produzierenden PK-15 Zellen (80 mU RT/ml) oder 293 Zellen (350 mU
RT/ml) i.p. appliziert.

Die Tiere wurden alle 4 Wochen zur Entnahme von Blut mit 5 mg/kg Ketamin (WDT)
narkotisiert und das Blut mit einer Pasteurpipette aus dem Augenwinkel entnommen
und sofort mit 0,5 mg/ml Heparin (Sigma) versetzt. Ein Teil des Blutes wurde zur Be-
stimmung des Cs-A Blutspiegels verwendet. Die Analyse wurde von Frau Dr. I. Hauser
mittels eines Cyclosporin-spezifischen Testverfahrens (Emit 2000, Syva/Dade Behring)
am Universitdtsklinikum Frankfurt/Main durchgefiihrt. Aus dem anderen Teil des Blu-
tes wurde durch Zentrifugation bei 3200 x g fiir 10 Minuten Serum gewonnen, welches
bei —20°C bis zur weiteren Verwendung gelagert wurde.

Nach 4, 8 und 12 Wochen wurde jeweils eines der 3 Tiere jeder Gruppe euthanasiert
und Milz, Nieren und Lymphknoten entnommen. Aus den Organen wurde DNA isoliert

(siehe 2.2.1.3) und mittels nested-PCR auf Integration von proviraler DNA untersucht.
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B) Inokulation von Meerschweinchen

Fiir die Versuche wurden 3 Gruppen mit je 2 adulten, naiven, weiblichen Meerschwein-
chen (Dunkin Hartley, Charles River) verwendet (siche Tabelle 2.12). Die Tiere der
Gruppen 1 und 2 wurden mit 2 ml =zellfreiem Kulturiiberstand von PERV-
produzierenden PK-15 Zellen oder von 293/PERV-Zellen mit einem Virus-Titer von 1 x
10° TCIDsy pro Tier intramuskulér (i.m.) inokuliert. Einige der Uberstinde muBten da-
fiir durch Ultrazentrifugation in ihrem Virus-Titer angereichert werden (siehe 2.5.1).
Nach 4, 8 und 12 Wochen wurde den Tieren Blut durch Herzpunktion entnommen, wel-
ches wie unter A) beschrieben weiter behandelt wurde. Nach 8 Wochen wurde jeweils 1
Tier pro Gruppe euthanasiert und Milz, Nieren und Lymphknoten entnommen. Die wei-
tere Analyse erfolgte wie unter A) beschrieben. Die verbliebenen Tiere wurden in Wo-
che 8 zusitzlich mit 5 x 10’ PERV-produzierenden PK-15 Zellen (80 mU RT/ml) oder
293-NIH/3°-Zellen (350 mU RT/ml) i.p. inokuliert. In Woche 12 wurde diese Tiere
ebenfalls euthanasiert, Blut zur Serum-Gewinnung abgenommen und die oben genann-

ten Organe entnommen. Die weitere Verarbeitung erfolgte wie bereits beschrieben.

Tabelle 2.12: In vivo Inokulation von Ratten, Meerschweinchen und Nerzen

Die mit $ gekennzeichneten Gruppen sind Jungtiere, die am Tag ihrer Geburt inokuliert wurden. IS: Im-
munsuppression; Cs-A: Cyclosporin-A; CVF: Cobra Venom Faktor; i.m.: intramuskulér; i.p.: intraperi-
toneal; i.V.: intravenos

Spezies Gruppe IS Virus Appli- Zellen Appli-
Cs-A CVF kation kation

Ratte 1 - - PERV/PK-15 im.,ip. PK-15 i.p.
2 - - PERV/293 im.,ip. 293-PERV i.p.

3 - - - - - -

4 + - PERV/PK-15 iv.,im. PK-15 Lp.

5 + - PERV/293 iv.,im. 293-PERV i.p.

6 + - - - - -

7 - - - - - -

8% - - PERV/PK-15 i.p. - -

9% - - PERV-NIH/3° ip. - -

10 + +  PERV/PK-15 V. - -

11 + +  PERV-NIH/3° iv. - -

12 + + - - - -

13 - - - - - -
Meerschweinchen 1 - PERV/PK-15 im., ip. PK-15 i.p.
2 - PERV/293 im., ip. PERV/3° i.p.

3 - - - - -

Nerz 1 - PERV/Mv1Lu i.p. - -
2 - PERV/Mv1Lu Lp. - -

3 - PERV/Mv1Lu i.p. - -

4 - PERV/Mv1Lu - - -

5 - PERV/Mv1Lu - - -

6* - PERV/Mv1Lu Lp. - -

7* - PERV/Mv1Lu L.p. - -
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C) Inokulation von Nerzen

Fiir die Versuche wurden 5 Gruppen mit jeweils einem adulten, naiven, weiblichen
Amerikanischen Nerz (Mustella vison, Artemis) verwendet (Tabelle 2.12), wobei die
Tiere der Gruppen 4 und 5 triachtige Weibchen waren. Die beiden Muttertiere verblie-
ben als Kontrolltiere und erhielten keine Virus-Applikation. Am Tag der Geburt der
Jungtiere wurden diese sowie die Tiere der Gruppen 1-3 mit 1 ml pelletiertem Virus aus
zellfreiem Uberstand der PERV-produzierenden Zell-Linie Mv1Lu-PERV mit einem
Titer von 1 x 10° TCIDso/ml 1.p. inokuliert. PERV-Mv1Lu wurde verwendet, da durch
die Replikation in der Nerzzell-Linie Mv1Lu das Virus bei seiner Knospung (budding)
von der Zellmembran Nerz-eigene Membranproteine in die Virushiille inkorporiert und
damit bereits bedingt an die Spezies Nerz adaptiert ist. Nach 4, 8 und 12 Wochen wurde
den Tieren Blut durch Herzpunktion entnommen, welches wie unter A) beschrieben
weiter behandelt wurde. Nach 12 Wochen wurden alle Tiere euthanasiert und Blut,
Milz, Nieren, Lymphknoten, Herz, Lunge, Leber Hirn, Ovarien und der Pankreas ent-

nommen. Die weitere Analyse erfolgte wie unter A) beschrieben.

2.5.5.3 In vivo Infektion von nicht-humanen Primaten

Fiir die Inokulation nicht-humaner Primaten wurden zwei Paviane (Papio hamadryas;
6614: weiblich, 8 Jahre alt; 11,8 kg schwer; 7341: weiblich; 7 Jahre alt; 11,6 kg schwer)
drei Rhesus-Affen (Macaca mulatta; 178: méannlich; 10 Jahre alt; 10,4 kg schwer; 179:
méinnlich; 11 Jahre alt; 9,5 kg schwer; 180: ménnlich; 11 Jahre alt; 11 kg schwer) und
zwei Schweins-Affen (Macaca nemestrina; 6501: mannlich; 9 Jahre alt; 11 kg schwer;
6506: mannlich; Alter unbekannt; 13,7 kg schwer) verwendet. Fiir die Simulation einer
klinischen Xenotransplantation wurden alle Tiere tdglich mit einer Dreifach-
Kombination aus Cyclosporin-A (Cs-A), Prednisolon und dem Rapamycin-Derivat
RAD immunsupprimiert. Die Konzentrationen der Immunsuppressiva richteten sich
dabei nach Erfahrungswerten aus der Literatur (Schuurman et al., 1997; 2000; Minanov
et al., 1998), sowie nach den Angaben der Hersteller iiber Vertraglichkeit und Pharma-
kokinetik in experimentellen Transplantationen. In jedem der Tiere wurde der Plas-
maspiegel der einzelnen Immunsuppressiva iiber die gesamte Dauer des Experiments
bestimmt. Die Bestimmung des Cs-A wurde von Frau Dr. I. Hauser mittels eines Cyc-
losporin-spezifischen Testverfahrens (EMIT 2000%, Syva/Dade Behring) im der Neph-
rologischen Abteilung des Universititsklinikums Frankfurt/Main durchgefiihrt. Die
Nachweisgrenze fiir Cs-A betrug dabei 20 ng/ml. Die Bestimmung des Methylpredniso-
lons wurde von Herrn Prof. Dr. F. Pragst mittels HPLC in der Abteilung fiir Toxikologi-
sche Chemie am Institut fiir Rechtsmedizin des Universititsklinikums Charité der
Humboldt-Universitit zu Berlin durchgefiihrt. Die Nachweisgrenze von Methylpredni-
solon betrug dabei 10 ng/ml. Die Bestimmung des Rapamycin-Derivats RAD wurde
mittels LC/MS am Institut fiir Pharmakologie und Pharmakokinetik der Novartis Phar-
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ma AG in Basel, Schweiz, durchgefiihrt. Die Nachweisgrenze fiir RAD betrug dabei
2,143 ng/ml. Das Versuchsdesign erstreckte sich iiber einen Zeitraum von fast einem
Jahr (336 Tage) und unterteilte sich in zwei Phasen, in deren Verlauf die Tiere 1-3 Vi-
rusapplikationen mit PERV/5° erhielten (Abbildung 2.5). In Phase 1 (Tag 1-200) wur-
den den Rhesus-Affen 178 und 179, sowie beiden Pavianen und beiden Schweins-Affen
taglich jeweils 10 mg/kg Cyclosporin-A (Cs-A; Sandimune, Novartis Pharma AG, Ba-
sel, CH) i.m., 0,8 mg/kg Methylprednisolon-Acetat (Depot-Medrol, Upjohn, Kalama-
700, USA) i.m. und 0,075 mg/kg des Rapamycin-Derivats RAD (Novartis Pharma AG,
Basel, CH) s.c. appliziert. Die Applikation von Cs-A wurde 5 Tage vor der Virusgabe
begonnen. Am Tag der 1. Inokulation wurden zusétzlich 15 mg/kg Methylprednisolon
Natrium-Succinat (Solu-Medrol, Upjohn, Kalamazoo, USA) einmalig i.v. appliziert. Fiir
die Virus-Inokulation wurde zellfreier Kulturiiberstand von 293/5° Zellen mit einem
Titer von 1 x 10’ TCIDso/ml verwendet. Die Gesamtdosis von 1 x 10° TCIDs,/100 ml
wurde mit jeweils 50 ml einmal i.p injeziert, und einmal i.v. infundiert. Uber den ge-
samten Zeitraum der Phase 1 wurde allen Tieren regelmifig Blut entnommen, welches
fiir immunologische Untersuchungen und DNA Isolationen verwendet wurde. Die ap-
plizierten Immunsuppressiva verursachten bei einigen Tieren Komplikationen, so daf3
14 Tage nach Inokulation der Rhesus-Affe 179 aufgrund einer bakteriellen Infektion
euthanasiert werden mufite. Aus dhnlichen Griinden wurde ab Tag 21 bzw. ab Tag 50
nach Inokulation die Immunsuppression flir den Rhesus-Affen 178 und den Pavian 7341
bis zum Beginn der Phase 2 ausgesetzt. 200 Tage nach Inokulation wurde die Immun-
suppression fiir den Pavian 6614 bis zu Beginn der Phase 2 gestoppt und die beiden
Schweins-Affen 6501 und 6506 euthanasiert. Den euthanasierten Tieren wurden bei der
Sektion Milz, Nieren, Herz, Lunge, Leber Hirn und Lymphknoten entnommen. Aus den
Organen wurde DNA isoliert (siehe 2.2.1.3), welche anschlieBend mittels nested-PCR
auf eine Integration von PERV-Proviren untersucht wurde (siche 2.2.2).

260 Tage nach der ersten PERV-Inokulation begann Phase 2 der in vivo-Studie (Tag
200-336), in der die Rhesus-Affen 178 und 180, sowie die Paviane 6614 und 7341 wie
in Phase 1 mit der tdglichen Applikation von Cs-A, Prednisolon und RAD immun-
supprimiert wurden (siche oben). Die Applikation von Cs-A begann 10 Tage vor der 2.
Virus-Inokulation. 3 Tage vor der 2. Inokulation wurden den Tieren 500 Einheiten des
C1-Esterase Inhibitors Berinert” HS (Aventis Behring) i.v. appliziert, um das Komple-
mentsystem der Tiere zu inhibieren. Am Tag der 2. Inokulation wurden den Tieren wei-
tere 500 Einheiten Berinert” HS, 10 mg/kg Cs-A und 15 mg/kg Methylprednisolon Nat-
rium-Succinat i.v. appliziert. Dem Rhesus-Affen 178 und dem Pavian 6614 wurden 312
ml zellfreier Uberstand von 293/5° Zellen an verschiedenen Applikationsstellen inoku-
liert: 250 ml i.v., 50 ml i.p., 2 x 5 ml s.c. und 2 x 1 ml i.m.. Dem Rhesus-Affen 180 und
dem Pavian 7341 wurden an den gleichen Applikationsstellen im gleichen Volumen
Virus-haltigen Uberstands zusitzlich 1 x 10° 293/5° Zellen injeziert.
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Abbildung 2.5: Schematische Ubersicht der in vivo-Studie mit nicht-humanen
Primaten. Weitere Erliuterungen siehe Text.

Am Tag 284 erfolgte eine dritte Inokulation von PERV/5°, die in der Art der Virusap-
plikation der 2. Inokulation vollstindig entsprach. Allerdings wurde hier kein Cl1-
Esterase Inhibitor appliziert.

Uber den gesamten Zeitraum der Phase 2 wurde den Tieren alle 7 Tage Blut entnom-
men, welches fiir die Gewinnung von Serum, die Isolation von DNA und die Bestim-
mung der Immunsuppressiva-Konzentration im Plasma verwendet wurde. Weiterhin
wurde den Tieren alle 4 Wochen Blut entnommen, welches nach Isolation von PBMCs
fiir die Bestimmung der Verteilung von CD4'/CD8" Zellen mittels FACS-Analyse ver-
wendet wurde.

Die Euthanasierung der Tiere erfolgte 306 (Rhesus 180), 313 (Rhesus 178) und 336
(Paviane 6614 und 7341) Tage nach Beginn der Studie. Allen Tieren wurde bei der Sek-
tion Milz, Nieren, Herz, Lunge, Leber, Hirn und Lymphknoten entnommen, aus wel-
chen im Anschlufl DNA isoliert wurde.
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1. EINLEITUNG

Die Behandlung und die Heilung Kranker begleitet die Menschheit seit jeher und ist
integraler Teil jeder Kulturgeschichte. Insbesondere die letzten Jahrzehnte des 20. Jahr-
hunderts zeichneten sich aufgrund intensiver Forschung durch neue Heilverfahren und
innovative Behandlungsmethoden aus. Die Transplantationsmedizin nahm dabei eine
bedeutende Schlisselposition ein, da hier gleichermal’en anatomische, immunologische,
physiologische, ethische und rechtliche Hirden genommen werden mufiten. Doch die
stete Zunahme an erfolgreichen Transplantationen flihrt heute zu einem Mangel an ver-
fligbaren Spenderorganen, so dal} zur Zeit fast ein Viertel der Patienten im Verlauf ihrer
Wartezeit auf ein passendes Transplantat versterben. Die moderne Medizin sieht sich
daher gezwungen, Alternativen zu den bisher verfligbaren Allotransplantaten (gr. allos:
anders) zu finden. Neben der Entwicklung kinstlicher Organe (z. B. des kiinstlichen
Herzens, Anderson et al., 2000; SoRelle, 2000) und der Herstellung von Geweben aus
korpereigenen Zellen mittels ,, Tissue-Engineering® (z.B. Hautgewebe, Tanczos et al.,
1999), konnte die Transplantation von tierischen Zellen, Geweben und Organen, die
sogenannte Xenotransplantation (gr. xenos: fremd), eine Mdglichkeit bieten, einen aku-
ten Organmangel zumindest zeitweise zu Uberbricken.

1.1 Xenotransplantation

Da es sich bei den mit der Xenotransplantation assoziierten Forschungsbereichen um
ein Feld schneller experimenteller und klinischer Entwicklung handelt, werden im Fol-
genden einige Daten der beteiligten Wissenschaften dargestellt, welche zu Beginn die-
ser Arbeit bekannt waren, und teilweise die Grundlage der durchgefiihrten Experimente
boten. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit werden dann unter 4. anderen aktuellen
Daten gegeniibergestellt und eingehend diskutiert.

Bereits bei den Hochkulturen der Antike, sowie in der Welt der Fabeln und Mérchen
werden Mischwesen aus verschiedenen Tierarten oder aus Mensch und Tier beschrie-
ben. Doch werden nicht nur diese Kreaturen die Inspiration fir die ersten experimentel-
len Xenotransplantationen geliefert haben. Auch das Streben nach neuem Wissen wird
die damaligen Mediziner dazu veranla3t haben, auf diesem Weg sonst unheilbar Kranke
zu behandeln. Bereits seit dem 17. Jahrhundert gibt es Aufzeichnungen von ersten Xe-
notransplantationen, wobei diese initialen Experimente direkt am Menschen durchge-
fuhrt wurden.
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Zu Beginn des 20. Jahrhunderts ermdglichte die Entwicklung der Geféalinaht (Carrel,
1902 (2001)) die Transplantation solider Organe in allogenen, wie auch in xenogenen
Systemen. Jedoch verurteilte das mangelnde immunologische Wissen die ersten Trans-
plantationen zu einem klaglichen Scheitern. Insbesondere die hyperakute AbstofRung
von artfremdem Gewebe liel? die Xenotransplantation von Teilen einer Kaninchenniere
in die Niere eines Kindes durch Prineteau 1905 (Young, 2002) zu einem Milerfolg
werden. Die GefaRanastomose von Schweine- und Ziegennieren an die BlutgeféRe an
Unterarm bzw. Unterschenkel von Patienten durch Jaboulay 1906 (Jaboulay, 1906),
sowie die Transplantation einer Rhesusaffen-Niere auf eine Frau durch Unger 1909
(Unger, 1910) scheiterten ebenfalls aufgrund der AbstoRungsreaktionen der Rezipien-
ten. 1960 fuhrte die Entwicklung von Thiopurinen wie Azathioprin zu ersten experi-
mentellen Erfolgen in der pharmakologischen Hemmung der Transplantatabstof3ung
und 1962 wurde Azathioprin als erstes Immunsuppressivum in der Therapie eingesetzt.
Als ein weiterer Durchbruch in der Geschichte der Xenotransplantation kann das neun-
monatige Uberleben eines Patienten nach der Transplantation von Schimpansen-Nieren
in dessen Oberschenkelbeuge angesehen werden (Reemtsma et al., 1964). Im Verlauf
der folgenden 20 Jahre kam es zu zahlreichen weiteren Xenotransplantationen, wobei
neben der Niere auch Herzen (Hardy et al., 1964; Cooley et al., 1968; Barnard et al.,
1977) und Lebern (Starzel et al., 1964, 1993) transplantiert wurden. Im gleichen Zeit-
raum kam es zur Entdeckung der Cyclosporine in dem Bodenpilz Tolypocladium infla-
tum Gams (1970), von denen Cyclosporin A nach pharmakologischen Studien 1982 als
das bis dahin potenteste Immunsuppressivum Sandimmun auf den Markt kam. Mit dem
wachsenden Wissen um Bedeutung und Funktion des Immunsystems, sowie dessen
Inhibierung mittels immer besserer Immunsuppressiva, kam es zu einem sprunghaften
Anstieg erfolgreicher Transplantationen. Trotz dieser Entwicklungen, und der Erkennt-
nis, dal} neonatale Spender, sowie neonatale Empféanger, die gunstigsten VVoraussetzun-
gen flr eine Xenotransplantation bieten, scheiterte die Transplantation eines 7 Monate
alte juvenilen Pavian-Herzens auf das neugeborene Baby Fae (Baily et al., 1985). 21
Tage nach dem Eingriff verstarb das Kind an Multiorganversagen, aber bei schlagen-
dem Herzen, und lieBen diese Xenotransplantation traurige Beriihmtheit erlangen. Die
letzten Xenotransplantationen solider Organe auf Menschen fanden 1992 mit der Trans-
plantation eines Schweineherzens und 1994 mit der Verpflanzung einer Schweineleber
(Makowka et al., 1994) statt. Beide Rezipienten verstarben innerhalb von 24 Stunden an
den Folgen einer hyperakuten AbstoRungsreaktion.

In diesem Zusammenhang muR erwadhnt werden, dal im Gegensatz zu der Xe-
notransplantation von soliden Organen die klinische Anwendung der zellularen Xe-
notransplantation beim Menschen bereits wesentlich weiter fortgeschritten ist. Insbe-
sondere bei der Therapie von Erkrankungen bzw. Schadigungen des zentralen Nerven-
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systems, bei der Therapie von Diabetis oder bei akutem Leberversagen findet die xeno-
gene zelluldren Transplantation bereits h&ufigen Einsatz. Bei der Behandlung der neu-
rodegenerativen Krankheiten des Morbus Parkinson und der Huntigton schen Krankheit
mit fétalen porcinen Zellen des ventralen Mesencephalon, zeigten die Patienten tber 12
Monate eine deutliche Verbesserung der Kklinischen Symptome (Fink et al., 2000;
Schumacher et al., 2000). Im Fall von Patienten mit Typ | Diabetis konnte durch Im-
plantierung verkapselter, fotaler porciner Inselzellen eine Substitution der eigenen ver-
minderten Insulinproduktion Uber der Zeitraum von 2 Jahren erreicht werden (Elliott et
al., 2000).

Ebenfalls unter den Begriff der Xenotransplantation fallen extrakorporale Nieren- und
Leberperfusionen mit nicht-humanen Organen, sowie bioartifizelle Leberunterstit-
zungssysteme, welche mit nicht-humanen Hepatocyten funktionieren. Bei letzteren
kommt es durch ein maschinelles Pumpsystem zum DurchfluR des Rezipienten-Blutes
durch einen Bioreaktor mit z.B. porcinen Hepatocyten. Das Blut wird dann nach seiner
Entgiftung wieder in den Korper des Patienten zuriick gepumpt. Die genannten Systeme
konnten so bereits lebensbedrohende Situationen von Patienten mit akutem Nieren- oder
Leberversagen Gber Stunden erfolgreich tberbriicken (Patience et al., 1998; Pitkin und
Mullon 1999; Levy et al., 2000).

Gegeniber den immunologischen Hirden bei der Xenotransplantation solider Organe
ergibt sich der Erfolg der zelluldaren Xenotransplantation insbesondere aus der Méglich-
keit, einzelne Zellen oder Zellverbande durch Verkapselung vor dem Zugriff des Im-
munsystems zu schiitzen. Diese Tatsache hat nicht nur aus immunologischer Sicht Re-
levanz, sondern tragt auch zu der Frage der mikrobiologischen Sicherheit des jeweiligen
Xenotransplantates bei. Bei der Diskussion um einen eventuellen dauerhaften klinischen
Einsatz der Xenotransplantation muf3 daher zwischen dem Einsatz von xenogenen Zel-
len und Geweben und der Xenotransplantation solider Organe grundlegend unterschie-
den werden.

1.1.1 Mdgliche Spendertiere

Als potentielle Spendertiere fir Xenotransplantate sind vorwiegend aus phylogeneti-
schen Grinden die nicht-humanen Primaten der Altwelt in Betracht gezogen worden
(Goodman et al., 1994). Untersuchungen zeigten eine relative Kompatibilitat von Pri-
maten-Organen in der Anatomie und Physiologie, sowie eine Kompatibilitat der Blut-
gruppen (O"h Uigin et al., 1997), was im Vergleich zu Transplantaten anderen Donor-
Spezies zu einer verhaltnismaligen Akzeptanz der Primaten-Organe im humanen Rezi-
pienten flhrt (Bontrop et al., 1993). Doch Probleme bei der Ziichtung und Haltung der
Tiere, ihre geringe Nachkommenzahl und die langen Gestationszeiten (Harcourt et al.,
1980), sowie der strenge Artenschutz der Menschenaffen (Ezzell, 1988) flhrte dazu,
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dal? diese Spezies zur Zeit nicht mehr als potentielle Spender favorisiert werden (Allan,
1998). Dariber hinaus deutet sich an, daf die mikrobiologische Sicherheit der Trans-
plantate nicht gewahrleistet werden kann, da bereits Ubertragungen von Mikroorganis-
men wie dem simianen Foamy Virus (SFV), dem endogenen Retrovirus der Paviane
(BaEV) und dem Cytomegalievirus der Paviane (BCMV) bei ersten klinischen Xe-
notransplantationen von Pavian-Lebern auf Menschen beobachtet werden konnten (Al-
lan et al., 1998; Michaelis et al., 2001).

Als eine mdgliche Alternative werden daher zur Zeit Schweine als potentielle Spender
von Xenotransplantaten favorisiert. Zwar sind diese als Paarhufer phylogenetisch von
den Menschen wesentlich weiter entfernt als die nicht-humanen Primaten, doch gibt es
trotzdem eine Vielzahl anatomischer und physiologischer Ubereinstimmungen (Hannon
et al., 1990). Allerdings gibt es auch einige insbesondere physiologische Differenzen,
welche fur die Xenotransplantation gravierende Probleme mit sich bringen kénnten. Die
Verlagerung der im Spenderorganismus horizontal angeordneten Organe in eine vertika-
le Orientierung im humanen Rezipienten hat nachweislichen EinfluR auf die Funktion
der Organe (West, 1984). Als ein weiters Problem wird die Bildung und Erkennung von
Hormonen angesehen, welche meist sehr komplexen Regulationsmechanismen unterlie-
gen. Das humane Parathormon ist z.B. mit der porcinen Niere inkompartibel, so dal} es
zu einer vermehrten Ausscheidung von Phosphor kommt. Dies resultiert in einer Hy-
pophosphatdmie im Serum, welches fur den Menschen lebensgeféahrliche Folgen haben
kdnnte (Zaidi et al., 1998). Auch bleibt fraglich, ob alle der etwa 2500 von der porcinen
Leber produzierten Enzyme und Hormone in dem fremden Milieu des humanen Rezi-
pienten mit gleicher Effizienz produziert werden und ihre zum Teil lebenswichtigen
Funktionen ausuben kénnen (Schon et al., 1999).

In diesem Zusammenhang wird zur Zeit die Frage nach der hormonellen Regulation des
Wachstums und des Alterns als fundamentale Hirde angesehen. Fir das humane
Wachstumshormon konnten Kreuzreaktionen in Tierexperimenten gezeigt werden. Da
allerdings der antagonistische Inhibitor fehlte, kam es zu einem unbegrenzten Wachs-
tum von Organen mit letalen Folgen. Ob sich ein porcines Xenotransplantat der Regula-
tion des humanen Wachstums unterordnen wirde, bleibt daher bislang fraglich. Auch
bleibt unklar, ob sich die Alterung der porcinen Organe dem um ein Vielfaches langsa-
meren humanen Alterungsprozess anpassen wird. Der pysiologische Aspekt bleibt daher
bis zur Kklinischen Realisierung von Xenotransplantationen solider Organe Gegenstand
intensiver Forschung.

1.1.2 Immunologie der Xenotransplantation

Das Immunsystem der Wirbeltiere dient als lebensnotwendige Schutzbarriere gegen
fremdwirkende Strukturen. Dabei erfillt es vorwiegend die Aufgabe der effektiven Ab-
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wehr von Mikroorganismen. Im Fall des Einbringens von korperfremder Substanz in
den Organismus im Rahmen einer (Xeno)Transplantation, kommt es ebenfalls zu einer
Aktivierung des Immunsystems, aufgrund seiner Fahigkeit, kdrperfremde Substanz von
kdrpereigener zu unterscheiden.

Das Immunsystems induziert daher bei einer allogenen wie auch bei einer xenogenen
Transplantation aufgrund einer Gewebsunvertraglichkeit (Histoinkompatibilitat) eine
immunologische AbstolRungsreaktion gegen das Transplantat. Im Gegensatz dazu bleibt
eine solche Reaktion bei einer autologen Transplantation (innerhalb der selben Person)
oder einer syngenen Transplantation (zwischen genetisch identischen Individuen) aus.
Bei der xenogenen Transplantation ist bemerkenswert, dal} die Histoinkompatibilitat bei
einer konkordanten Xenotransplantation (zwischen phylogenetisch weit entfernten Spe-
zies, z.B. Schwein/Mensch) wesentlich stérker ist als bei einer diskordanten Xe-
notransplantation (zwischen phylogenetisch n&her verwandten Spezies, z. B.
Maus/Ratte). Die dabei auftretenden immunologischen Reaktionen lassen sich prinzi-
piell in 4 zeitliche Phasen gliedern:

1. Die hyperakute vaskulare AbstoRung (HAR)
Die hyperakute Abstoung von Transplantaten tritt nach einigen Minuten bis Stun-
den auf. Es kommt durch praformierte Antikérper gegen Epitope von Gal-a-1,3-gal-
Resten, die auf den Zellen aller S&ugetiere, ausgenommen des Menschen und der
Altwelt-Affen, vorkommen (Lin et al., 1998; Sandrin et al., 1993), und dem Kom-
plementsystem zu Schadigungen des endothelialen Gewebes der Blutgefale. Als
Folge treten Zellen und Flissigkeit aus, es bilden sich Thromben, die dann durch
Blockierung der Feindurchblutung das Transplantat von der Blutversorgung ab-
schneiden und schlie8lich zu Nekrosen und zum Organversagen fuhren. Von allen
bei der Xenotransplantation auftretenden AbstoRungsreaktionen ist die hyperakute
vaskulare AbstoRBung die bereits am besten regulierbare bzw. inhibierbare Reaktion.

Zur Vermeidung der HAR wurden mehrere Strategien entwickelt. Zum einen wurden neutrale, aus
Schweinemagen-Mucin isolierte Oligosaccharide getestet, die Anti-Gal-a.-1,3-gal-Immunglobuline in
vitro binden und die Zytotoxizitdt von humanen Seren auf Schweinezellen reduzierten (Li et al.,
1996). Zum anderen konnte die HAR auch durch Plasmapherese, bei der Antikdrper gegen Gal-a-
1,3-gal aus dem Serum entfernt wurden, unterdriickt werden. Ein weiterer Ansatz war die genetische
Modifikation von Schweinen, die Entwicklung transgener Schweine. Dabei wurden die Schweine
z.B. mit Genen ausgestattet, die Enzyme kodieren, die zur Verringerung der Expression von Gal-o.-
1,3-gal Zuckerresten an der Zelloberflache beitrugen (Artrip et al., 1997; Osman et al., 1997). Der
Versuch, die Gene der a-1,3-Galactosyltransferase durch knock-out Verfahren aus dem Genom der
Schweine zu entfernen, konnte anfanglich nicht realisiert werden (Vanhove et al., 1998). Es war al-
lerdings mdglich, Gene, die humane Komplementsystem-Regulatorproteine kodieren, z.B. hDAF
(decay-accelerating factor, CD55) (Schmoeckel et al., 1997), MCP (Membran-Cofaktor-Protein,
CD46) oder Protectin (CD59) (Byrne et al., 1997), in das porcine Genom einzufligen, so dal durch
deren Expression die Zerstérung des fremden Gewebes durch die HAR nicht mehr mdglich ist. Heute
sind auf dem Gebiet der Regulation der HAR viele weitere Fortschritte erzielt worden. So ist es be-
reits gelungen, zumindest eines der vermutlich zwei kodierenden Gene der a-1,3-Galactosyl-
transferase aus dem Genom der Schweine zu entfernen (Dai et al., 2002; Lai et al., 2002).
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2. Die akut vaskuléare AbstofRung
Die auch als verzbgerte Xenotransplantat-Reaktion bezeichnete akute vaskulare Ab-
stoBung gilt zur Zeit als die schwierigste immunologische Hirde der xenogenen Or-
gantransplantation (Platt et al., 1998) und ist bislang am wenigsten verstanden. Ne-
ben den Gal-Epitopen wurden auf porcinen GefaRendothelzellen weitere Kohlen-
hydrat-Antigene gefunden, gegen die im menschlichen Blut natiirliche Antikdrper
vorkommen (Cooper, 1998). Durch diese natiirlich vorkommende Antikorper erfolgt
eine Endothelzellaktivierung des Typs Il, was zu einer AbstoBung des Transplantats
innerhalb weniger Tage fuhrt. Durch Expression von Adh&sionsmolekiilen kommt
es zur Anlagerung und Aktivierung von natirlichen Killerzellen (NK-Zellen) und
Monozyten (Sandrin und McKenzie, 1999). Weiterhin kommt es zur Ausschittung
von Entzlindungs-fordernden Zytokinen (z.B. IL-2; IL-8) und zur Expression des
,» Tissue Factor®. Letzterer induziert ein lokales gerinnungsforderndes Milieu, wel-

ches schlieBlich zur Fibrinablagerung und zur intravaskuldren Trombose fihrt.

3. Die akute T-Zell-vermittelte AbstoRung
Im Gegensatz zu den bisher beschriebenen humoralen Immunreaktionen spielen bei
den T-Zell-vermittelten AbstoRungsreaktionen Antikdrper keine Rolle. Hier erfolgt
vielmehr die Erkennung des Fremdgewebes Uber die Présentation von Antigenen
durch dendritische Zellen oder Uber das Histokompatibilitatskomplex (MHC)-I1-
Molekil auf der Oberflache der Zellen des Transplantats. Es kommt somit zu einer
Aktivierung von T-Lymphozyten und gleichzeitig zur Induktion der klonalen Ex-
pansion von CDA4-positiven T-Helferzellen und CD8-positiven zytotoxischen T-
Lymphozyten (CTLs) (Satake et al., 1996, Yamada et al., 1995). Weiterhin werden
massiv Enziindungs-férdernde Zytokine ausgeschittet. Untersuchungen zeigten, daf3
die Endothelzellen vieler porciner Gewebsabschnitte fir die humanen T-Lympho-
zyten als besonders immunogen gelten (Dorling und Lechler, 1998). Dies erklart
sich daraus, dall mit zunehmender phylogenetischer Distanz von Donor und Rezi-
pient, die Fahigkeit zur Induktion der spezifischen immunologischen Reaktionen
zunimmt, wogegen deren Inhibierung mittels Immunsuppressiva rapide abnimmt
(Auchincloss und Sachs, 1998). Die Aktivierung von T-Zellen ist damit der Beginn
einer binnen Tagen und Wochen ablaufenden Reaktionskette von entziindlichen und
gewebsdestruktiven Folgereaktionen, die letztlich zur Transplantatzerstorung fiih-

ren.
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Fir die Sicherung des Erfolgs einer Transplantation werden herkdémmlicherweise immunsuppressive
Medikamente, wie z.B. Cyclosporin A, Cyclophosphamid, FK 506, Rapamycin und Desoxyspergua-
lin und deren Kombination, appliziert, um die Immunreaktionen des Rezipienten zu unterdriicken
(Meriggi et al., 1994). Ungeklart ist, wie weit die im Vergleich zur Allotransplantation héher anzu-
setzende Medikation mit Immunsuppressiva die Entstehung von Tumoren fordert, da eine lebenslan-
ge Einnahme von immunsuppressiven Medikamenten nétig wére. So konnte es bei Xenotransplanta-
tempfangern, &hnlich wie bei Allotransplantatempféngern, zur Entwicklung von Non-Hodgkin-
Lymphomen oder anderen Krebsarten und zu einer erhohten Anfélligkeit gegeniiber Infektionen
kommen. Daher ist es womdglich erforderlich, neuartige, auf die Xenotransplantation zugeschnitte-
ne, Immunsuppressiva zu entwickeln, um die obengenannten Risiken (Entstehung von Tumoren
usw.) zu vermindern. In diesem Zusammenhang muf3 weiterhin bedacht werden, da die Applikation
von Immunsuppressiva die natiirliche Schutzfunktion des Immunsystems zumindest partiell aufheben
wird, und somit die potentielle Ubertragung von Mikroorganismen erleichtern kénnte (siehe 1.2).

4. Die chronische Transplantat-Absto3ung
Bei dieser spaten Form der AbstofRung kommt es binnen Monaten bis Jahren auf-
grund von Gewebeproliferation zur Verengung und letztlich zu dem Verschlu3 von
GeféRen (Transplantat-Vaskulopathie) und zu interstitiellen Gewebsfibrose. Die ini-
tialen Prozesse der chronischen Abstoung bestehen aus einem komplexen Netz-
werk immunologischer und nicht-immunologischer Ausloser, welche bislang weit-
gehendst unbekannt sind. Allerdings gibt es &hnliche Abldufe bei der Allotransplan-
tation, so dal} aus diesen Kklinischen Erfahrungen Ruckschliisse auf die Prozesse bei
der Xenotransplantation gezogen werden kénnen. Vermutlich erfolgt die Abstof3ung
in zwei Phasen, wobei die erste Phase aus reversiblen Entziindungsprozessen durch
die antigene Transplantatwirkung besteht. In einer zweiten Phase kommt es dann
durch Antigen-unabhangige Abldaufe zu einer irreversiblen Proliferationsforderung
des Gewebes durch Wachstumsfaktoren (Shen et al., 1998). Der damit immer weiter
zunehmende Verschlul? der Gefale resultiert letztlich in Nekrosen und dem Versa-
gen des transplantierten Organs. Erfahrungen aus der Allotransplantation zeigten,
dal? die Prozesse bei der chronischen Abstolung besonders problematisch sind, da
sie gegentber den bei der akuten AbstoRung hochwirksamen Immunsuppressiva re-

sistent sind.

1.2 Mikrobiologische Risiken bei der Xenotransplantation

Die Xenotransplantation birgt neben den immunologischen und physiologischen Prob-
lemen, das Risiko der Ubertragung von Mikroorganismen. Allerdings ist bis heute auch
die Allotransplantation mit dem Risiko einer Ubertragung bekannter wie unbekannter
Erreger behaftet (Beckmann et al., 2000). Dies resultiert meist aus der Kiirze von weni-
gen Stunden innerhalb welcher Organe von z.B. Unfallopfern auf den wartenden Emp-
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fanger transplantiert werden massen. Auch kommt es in einigen seltenen Fallen zu der
Situation, dal? das Risiko einer Infektion mit Pathogenen durch die Transplantation kon-
taminierter Organe bewul3t einkalkuliert wird, um das Leben des Patienten zumindest
zeitweise zu retten. Weiterhin ist der notwendige Einsatz von Immunsuppressiva oft der
Ausloser von latent vorhandenen Infektionen. Demgegeniber kénnte die Verwendung
von Xenotransplantaten die Verfligbarkeit von standardisierten und untersuchten Orga-
nen ermoglichen. Dabei gilt es aber zunéchst, die bekannten potentiell tbertragbaren
Erreger aus den Spendern zu eliminieren, da sich sonst das Problem einer Xenozoonosis
einstellen konnte. Dieses konnte zusétzlich zu dem Rezipienten selbst auch das soziale
Umfeld des Patienten geféhrden.

1.2.1 Infektionsgefahren

Mit Hinblick auf eine potentielle Verwendung von Schweinen als Spender fir Xe-
notransplantate, muf’ die Kontamination der Tiere mit Mikroorganismen besondere Be-
achtung finden. Trotz Jahrhunderte langer Nutzung und Ziichtung von Schweinen sind
bis heute viele der Tiere mit unzdhligen pathogenen wie nicht-pathogenen Keimen
durchseucht. Als nicht-virale Schweinepathogene seien hier nur Toxoplasma gondii,
Cryptosporidium parvum, Trichinella spiralis, Streptococcus suis, Campylobacter coli,
Mycobacterium avium, Leptospira interrogans, Brucella suis, Listeria und Erysipe-
lothrix rhusiopathiae genannt, da sie nachweislich auf den Menschen tbertragbar sind
(Beckmann et al., 2000). Jedoch lassen sich diese bekannten Erreger durch Zucht und
Haltung unter SPF (Specified Pathogen Free)-Bedingungen eliminieren (Swindle,
1998). Mit Hinblick auf eine Risikobewertung der Xenotransplantation sind Viren von
besonderer Bedeutung und werden daher im weiteren Gegenstand der Betrachtung sein.
Die heute existierenden Schweinestimme enthalten nach wie vor humanpathogene Vi-
ren, welche zum Teil fatale Infektionen ausldsen kénnen. Die Ubertragung des Schwei-
neinfluenzavirus auf den Menschen flhrte z.B. zu einem Epidemie-artigen Sterben von
uber 20 Millionen Menschen zwischen 1918 und 1919 (Taubenberger et al., 1997).
Auch heute gibt es noch aktuelle Berichte von letal verlaufenden Infektionen mit die-
sem Virus (Rota et al., 1989). Das zu den Orthomyxoviren gehdrende Virus zeichnet
sich dabei durch eine hohe Variabilitat aus, da verschiedene Virusstamme ihre Hullpro-
teine untereinander austauschen koénnen (,,Pseudotyping®). Aullerdem ermdglicht sein
segmentiertes Genom ein hohes Mal} an Rekombination, wodurch immer neue pathoge-
ne Eigenschaften entstehen kénnen.

Als ein weiteres zoonotisches Virus wurde kiirzlich das Schweineparamyxovirus Nipah
beschrieben (Paton et al., 1999), welches bei Arbeitern auf asiatischen Schweinefarmen
viele Todesfalle ausloste. Das zu den Flaviviren gehtérende Japanische Enzephalitis Vi-
rus (JEV) wird nach Replikation im Schwein durch Stechmiicken auf den Menschen
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Ubertragen und flhrt dort zu schweren Krankheiten und letztlich zum Tod. Weitere in
Schweinen vorkommende Viren wie das Vesicular Stomatitis Virus (VSV), das Maul-
und Klauenseuchevirus, das Swine Vesicular Disease Virus (SVDV), das Tollwutvirus,
das Vacciniavirus, das Schweinepapovirus (PPV), das Schweinepockenvirus, das porci-
ne Enzephalomyocarditisvirus (EMCV), die Schweinecircoviren PCV 1 und 2, sowie
das kirzlich entdeckte Schweinehepatitisvirus kénnen den Menschen infizieren (Meng
et al., 1997), haben jedoch fiir diesen bei normaler Immunkompetenz meist nur geringe
Folgen (Beckmann et al., 2000). Auch bedeuten diese Pathogene fur die Xenotransplan-
tation ein nur sehr geringes Risiko, da sie ebenfalls durch Zucht und SPF-Haltung aus
den entsprechenden Herden entfernt werden kénnen.

Als verbleibende Risikofaktoren sind daher einerseits die bislang unbekannten Erreger
anzusehen. Diese existieren symbiotisch in ihrem nattrlichen Wirt, und kénnen auf-
grund des Fehlens von pathogenen Merkmalen nicht erkannt werden. Doch zeigen die
Infektionen mit Ebola, Marburg (Smith et al., 1967) oder SIV/HIV (Gao et al., 1994;
1999) die fatalen Folgen einer Ubertragung von unbekannten Viren.

Das vermutlich groRte mikrobiologische Risiko wird bei der Verwendung porciner Xe-
notransplantate von den endogenen Retroviren des Schweins (porcine endogene Retro-
viren, PERVSs) ausgehen (Denner, 1998). Diese endogenen Retroviren liegen als ein
integraler Teil des porcinen Genoms in jeder Zelle der Spendertiere vor, und werden
daher allein durch Zlichtung nicht zu eliminieren sein.

1.2.2 Retroviren

Bis in das spate 17. Jahrhundert wurde fir alle Ubertragbaren Krankheiten der Begriff
»Virus® (lat. Gift, Schleim) verwendet, da die damaligen Methoden den Nachweis von
krankheitserregenden Mikroorganismen nicht ermdglichten. Doch gelang es bereits in
dieser Zeit, erste Impfstoffe gegen Epidemie-artige Krankheiten wie Pocken oder Toll-
wut zu entwickeln (Jenner, 1796; Pasteur, 1885; (Cook, 1996)). Erst die Erfindung von
entsprechenden Filtersystemen ermdglichte die Entdeckung von Viren: Walter Reed
wies so 1900 das Gelbfiebervirus als erstes humanpathogenes Virus nach. Die ersten
Retroviren wurden 1908 mit der Entdeckung der aviaren Leukose-Viren (ALV) als Ur-
sache der Leukose bei Huhnern beschrieben (Ellermann und Bang; 1908). Der Beweis
fiir eine  Ubertragbarkeit von Viren wurde 1911 erbracht, in dem es gelang, das Rous
Sarkom Virus (RSV) mittels filtrierter Extrakte aus Geflugelsarkomen auf gesunde
Hihner zu Gbertragen, welche dann ebenfalls Sarkome entwickelten (Rous, 1911). Nach
diesen initialen Untersuchungen mit den C-Typ Retroviren der Vogel (Avidre Sar-
kom/Leukose Viren (ASLV)) weiteten sich die Untersuchungen der Virus-induzierten
Tumorerkrankungen schnell auch auf die Sduger aus. Die Entdeckung, dal® der Erreger
der malignen Milchdrisenerkrankung bei Mausen (Maus-Mamma-Tumor-Virus



I. EINLEITUNG

(MMTYV)) nicht nur horizontal auf andere Méause, sondern auch vertikal auf die Folge-
generation ubertragen werden kann (Bittner, 1936), zeigte eine bislang unbekannte
Ubertragungsart von Viren. Doch erst die Fortschritte in der Molekularbiologie ermog-
lichten mit der Entdeckung des Enzyms Reverse Transkriptase (RT) eine Erklarung
dieser Beobachtungen (Baltimore, 1970). Das fur die Retroviren charakteristische En-
zym bietet diesen Viren eine einzigartige Umkehrung des sonst tiblichen Informations-
flusses von DNA lber RNA zum Protein. In der Umkehrung wird das einzelstrdngige
RNA-Genom der Retroviren in ein Zwischenprodukt aus doppelstrdéngiger DNA umge-
schrieben, das sogenannte Provirus.

1.2.2.1 Das pathogene Potential von Retroviren

Viele Retroviren wurden erst durch ihre Assoziation mit bestimmten Krankheiten iden-
tifiziert, und letztlich konnte das entsprechende Virus als Ursache fiir die jeweils beo-
bachteten Krankheitsbilder manifestiert werden. Der genetische Weg zur Auslésung
dieser Krankheiten kann allerdings vielseitig sein. Eine der am hdufigsten vorkommen-
den Ursachen ist die Insertionsmutagenese. Hierbei kommt es zur Integration des Provi-
rus in Bereiche des zellularen Genoms, wodurch es zur Inaktivierung oder Schadigung
essentieller Gene des Wirtsorganismus kommt. Eine weitere Form der Insertionsmuta-
genese beinhaltet die genetische Regulation von zelluldren Genen, durch die regulativen
LTR-Elemente des Provirus. Dabei kann es zur Aktivierung von Protoonkogenen kom-
men (Kung et al., 1991; Tsichlis und Lazo, 1991), oder auch zur Repression von norma-
lerweise inhibierend wirkenden Genprodukten (Ben-David et al., 1990). Die daraus ent-
stehende Fehlregulation der zelluldren Gene resultiert dann meist in der Entstehung von
Tumoren. Eine weitere Form der Tumorentstehung wird durch Viren verursacht, welche
zusatzlich oder statt ihrer Strukturgene sogenannte Onkogene tragen. Diese werden bei
der Replikation der proviralen DNA mit transkribiert und translatiert. Die entstehenden
Genprodukte greifen dann in den Regulationsmechanismus der infizierten Zelle ein, und
fihren letztlich zur Tumorbildung.

Die Infektion mit Retroviren ist oftmals mit der Auspragung einer Immunsuppression
des Wirts verbunden (Peterson et al., 1963). Der Mechanismus, mit dem die Retroviren
eine derartige Immundefizienz hervorrufen ist bislang unklar. Allerdings haben Befunde
von HIV-infizierten Patienten gezeigt, daf} die Progression der Virus-induzierten Im-
munschwéchekrankheit AIDS von der Virusbelastung des Patienten abhéngt (Pantaleo
et al., 1993). Dies laRit vermuten, daB virale Proteine eine Schlisselrolle in der Immun-
pathogenese spielen kdnnten. Diese Vermutung wird weiterhin von der Tatsache ge-
stitzt, dal inaktivierte Retroviren die Proliferation von Lymphozyten hemmen kdnnen.
Dies konnte sowohl fiir Lentiviren wie HIV (Pahwa et al., 1985; Amadori et al., 1988),
sowie flr verschiedene Retroviren des Typ-C (Denner et al., 1980) und des Typ-D

10
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(Denner et al., 1985a,b) gezeigt werden. Dabei scheint der immunsuppressive Effekt auf
das transmembrane Hullprotein der Retroviren zurlickzufiihren sein (Cianciolo et al.,
1985; Ruegg et al., 1989; Denner et al., 1994, 1996). Neben der Hemmung der Lym-
phozytenproliferation kommt es zu einer Modulation der Zytokinproduktion. So wird
die Produktion von Interleukin 2 (IL-2) gehemmt, und die von IL-10, sowie der Interfe-
rone alpha (IFNa) und gamma (IFNy) erhdht (Denner, 1998; Haraguchi et al., 1995).
Zwar konnten auf der Oberflache von immunkompetenten Zellen Bindungsproteine fur
von dem transmembranen Hullprotein abgeleitete Peptide nachgewiesen werden (Chen
et al., 1992; Henderson und Qureshi, 1993; Denner et al., 1993, 1995), jedoch bleibt
weiterhin unklar, wie die immunsuppressiven Effekte der Retroviren induziert und ver-
mittelt werden.

1.2.2.2 Einteilung der Retroviren

Aufgrund einer kirzlichen Neueinteilung der Retroviren soll an dieser Stelle die neue
Nomenklatur (Van Regenmortel et al., 2000) den alten Bezeichnungen (Murphy et al.,
1995) kurz gegentiber gestellt werden (Tabelle 1.1). Die Familie der Retroviridae (lat.,
retro: rickwarts) untergliedert sich demnach heute in sieben Genera, namlich die Ret-
roviren Alpha bis Epsilon (ehemals als Onkoviren bezeichnet), die Lentiviren (lat., len-
tus: langsam) und die Spumaviren (lat., spuma: Schaum) welche anhand von morpholo-
gischen und genetischen Unterschieden unterteilt werden (Van Regenmortel et al.,
2000). Die Alpharetroviren entsprechen dabei dem vormals als Typ-C-Viren der Végel
bezeichneten Genus der Retrovididae, wofiir das avidare Leukosevirus (ALV) als typi-
scher Vertreter genannt werden kann. Die ehemals als Typ-B-Viren und Typ-D-Viren
bezeichneten Genera sind heute unter den Betaretroviren zusammengefaflt. Als klassi-
sche Vertreter sind das Maus-Mammatumorvirus (MMTYV) und das Mason-Pfitzer-
Affen-Virus (MPMV) zu nennen. Die Gammaretroviren umfassen heute die Gruppe von
Retroviren, welche friiher in dem Genus der Typ-C-Viren der S&ugetiere zusammenge-
falt waren. Hier kann als typisches Retovirus das Maus-Leukamievirus (MLV) genannt
werden. In die Gruppe der Deltaretroviren fallen heute die Retroviren, welche friher in
der Gruppe der HTLV/BLV-Viren zusammengefalit wurden. Fir diesen Genus bleiben
das humane T-Zell-Leukamievirus (HTLV) und das bovine Leukamievirus (BLV) die
typischen Vertreter. In dem neuen Genus der Epsilonretroviren findet man die kirzlich
entdeckten Retroviren der Fische eingegliedert. Als reprasentatives Retrovirus ist hier-
fur das Walley Dermal Sarkomvirus (WDSV) zu nennen (Holzschu et al., 1995). Als
typische Vertreter der Lentiviren ist das humane Immundefizienzvirus 1 (HIV-1), und
flr die Spumaviren das Foamy Virus der Schimpansen (CFV) zu nennen (Tabelle 1.1).
Zusétzlich dazu wird zukinftig ein weiterer Genus fur die Typisierung der Retroviren
der Fliegen (Kim et al., 1994) notwendig werden.
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Tabelle 1.1: Ubersicht der Familie der Retroviridae und ihrer Genera.

Genus

Alte Nomenklatur

Typischer Vertreter

Alpharetroviren
Betaretroviren
Gammaretroviren
Deltaretroviren
Epsilonretroviren
Lentiviren
Spumaviren

Typ-C-Retroviren der Vogel

Typ-C-Retroviren der Sauger

Lentiviren
Spumaviren

Typ-B-Retroviren; Typ-D-Retroviren

Retroviren der HTLV/BLV-Gruppe

ALV

MMTV; MPMV
MLV

HTLV, BLV
WDSV

HIV-1

CFV

Da sich im Folgenden eine Vielzahl der Beschreibungen auf die alte Nomenklatur der
Familie der Retroviridae bezieht (Murphy et al., 1995), ist diese nochmals schematisch
in Abbildung 1.1 wiedergegeben. Diese alte Nomenklatur wird flr ein besseres Ver-
stdndnisses der zum Teil historischen Daten in den folgenden Kapiteln stellenweise bei-

behalten, und ist daher als synonym mit der aktuellen Taxonomie anzusehen.

HTLV-/BLV-

HTLV-1
HTLV-2
STLV
BLV

Lentiviren

© O

Typ-C-Viren Typ-C-Viren Typ-B-Viren
der Vogel der Sauger
MulLV; PERV| MMTV
RSV FeLV
AMV ig}
@ |
® e
Typ-D- ‘ O O
Viren (‘ :

\

ﬁg
o S

{:} ;

C
B\

Spumaviren

Abbildung 1.1: Schemati-
sche Darstellung der Fa-

milie der Retroviridae.

Die Familie der Retroviridae
untergliedern sich nach Murphy
(Murphy et al., 1995) in drei Un-
terfamilien: Die Onkoviren mit
den fiinf Genera der Typ-B-Viren,
der Typ-C-Viren der Vogel, der
Typ-C-Viren der Séuger, der Typ-
D-Viren und der Viren der
HTLV-/BLV-Gruppe, sowie die
beiden Unterfamilien der Lenti-
und Spumaviren. Die Untertei-
lung erfolgt aufgrund morpholo-
gischer und genetischer Charakte-
ristika. Dargestellt ist der Weg der
Partikelbildung, und Freisetzung
und Reifung von Virionen der
einzelnen Genera. Fir jede Grup-
pe von Viren sind einige ihrer
Vertreter exemplarische genannt.
(Abbildung mit freundlicher Ge-
nehmigung von Dr. H. Gel-
derblom;  Denner und Kurth,
2001)
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Retroviren lassen sich weiterhin in exogene und endogene Viren unterteilen. Beide Ty-
pen besitzen in der Regel in ihrem Genom alle Informationen, die flr den Ablauf eines
Infektionszyklus mit Freisetzung von infektidsen Viruspartikeln bendétigt werden. Aller-
dings sind einige der exogenen Retroviren defekt, so daR sie fur ihre Verbreitung auf die
Hilfe anderer Retroviren (Helferviren) angewiesen sind. Exogene Retroviren kénnen
sich horizontal von Organismus zu Organismus verbreiten. Im Unterschied dazu sind
endogene Retroviren in allen Zellen eines Organismus in das Genom integriert und
werden vertikal Gber die Keimbahnzellen (ibertragen. Endogene Retroviren konnten in
allen Genomen von Sdugern und Vogeln nachgewiesen werden (Lower et al., 1996).
Allerdings sind viele dieser endogenen Retroviren defekt. Intakte endogene Proviren
kdnnen jedoch unter bestimmten Umstanden zur Produktion von infektiosen Partikeln
angeregt werden.

1.2.2.3 Morphologie der Gammaretroviren
Da die endogenen Retroviren des Schweins dem Genus der Gammaretroviren (Typ-C-

Viren der Sauger) entsprechen, soll im Folgenden nur auf diese Gruppe der Retroviren
eingegangen werden.

Die infektidsen Partikel der verschiedenen Retroviren haben prinzipiell einen dhnlichen
morphologischen Aufbau und einen Durchmesser von 80-120 nm. Das zentrale Kapsid
ist von einer Hullmembran umgeben, die von der Zytoplasmamembran der Wirtszelle
abgeleitet ist. Mit ihr sind die viralen Glykoproteine assoziiert, von denen eines als
transmembranes Hullprotein (TM) Uber eine Region von ca. 20 hydrophoben Amino-
séuren verankert ist. Das andere, das sogenannte Oberflachenhillprotein (SU), ist dage-
gen durch Disulfidbriicken mit dem auRerhalb der Membran gelegenen Teil des trans-
membranen Proteins verbunden. Beide Env-Proteine werden als gemeinsames Vorlau-
ferprotein von einer einfach gespleifiten mRNA translatiert und wéhrend der Virusmor-
phogenese durch eine zellulére Protease gespalten (Coffin et al., 1997). Die Matrixpro-
teine (MA) sind uber aminoterminal angeftigte Myristinsdurereste mit der Innenseite der
Hullmembran verbunden (Henderson et al., 1983).

Im Partikelinneren findet man das Viruskapsid. Es besteht aus Kapsidproteinen (CA)
(Stromberg et al., 1974; Durbin und Manning, 1982), die wie die Matrixproteine Kom-
ponenten der gruppenspezifischen Antigene (Gag-Proteine) sind. Die Kapside enthalten
zwei identische Molekile einzelstrangiger RNA als Virusgenom. Das RNA-Genom
weist mit einer 5"-Cap-Struktur und einer 3"-Polyadenylierung alle Charakteristika einer
eukaryotischen mRNA auf (Wang et al., 1975; Coffin und Billeter, 1976). An einer als
Primer Bindungsstelle (PB) bezeichneten Sequenzfolge aus 18 Nukleotiden im 5°-
Bereich des Genoms ist ein Molekdl zelluldrer tRNA hybridisiert. Die RNA ist mit dem
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Nukleokapsidprotein (NC) komplexiert (Davis und Rueckert, 1972; Fleissner und Tress,
1973), das ebenfalls aus dem Gag-Protein hervorgeht. Alle Gag-Proteine (MA, CA, NC)
werden als ein gemeinsames Vorlauferprodukt synthetisiert und im Verlauf der Virus-
morphogenese durch die virale Protease (PR) in die einzelnen, im Virion vorkommen-
den Komponenten gespalten (Wills und Craven, 1991). Die virale Protease liegt dabei
in ihrem aktiven Zustand als ein Dimer aus zwei identischen Proteineinheiten vor. Die
kodierende Sequenz der viralen Protease (PR) befindet sich im 5"-Bereich des pol-Gens,
welches weiterhin auch fir die Reverse Transkriptase (RT) und die Integrase (IN) ko-
diert (Katz und Skalka, 1994).
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Abbildung 1.2: Schematische Darstellung der Morphologie eines Gamma-

retrovirus. Die GréRenangaben der Proteine wurden durch SDS-Gelelektrophorese fiir die porcinen
endogenen Retroviren ermittelt (Tacke et al., 2000). Weitere Angaben, siehe Text. (Abbildung verandert
mit freundlicher Genehmigung von Dr. S. Norley, RKI; Berlin).
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Alle drei Enzyme werden aus einem gemeinsamen Vorlauferprotein synthetisiert. Die
Reverse Transkriptase enthdlt mehrere funktionelle Aktivitaten. Sie kann sowohl als
RNA- als auch als DNA-abhdangige DNA-Polymerase wirken. Zusatzlich besitzt sie die
Aktivitat einer RNase-H, die den RNA-Anteil von DNA/RNA-Hybirdoppelstrangen
abbauen kann (Moelling et al., 1971). Die RT besitzt keine Mechanismen zur Kontrolle
der Lesegenauigkeit, wodurch mit einer Wahrscheinlichkeit von 107 bis 10 falsche
Basen in die neusynthetisierten Strange eingebaut werden (Modrow und Falke, 1998).
Im 3"-Bereich des pol-Leserahmens befindet sich der Sequenzbereich, der fir die In-
tegrase (IN) kodiert. Dieses Enzym erkennt und schneidet doppelstrangige DNA an be-
stimmten Sequenzmotiven und fungiert daher als Endonuklease (Grandgenett et al.,
1978). Dartiber hinaus arbeitet die Integrase auch als Ligase. Sie bindet sich an die En-
den des linearen, in doppelstrangige DNA umgeschriebenen Virusgenoms und ist fur
dessen Integration in das Wirtsgenom verantwortlich (Craigie et al., 1990).

1.2.2.4 Replikation der Gammaretroviren

Die Interaktion der Retroviren mit ihrem/ihren zelluldren Rezeptor(en) erfolgt spezi-
fisch in Abhéngigkeit von dem jeweiligen Virustyp. Fir die Gammaretroviren fungieren
meist Aminosauretransporter als zellulare Rezeptoren (Sommerfelt, 1999). Nach der
Interaktion der &ul3eren viralen Glykoproteine (SU) mit dem zelluléren Rezeptor erfolgt
die Aufnahme des Virus-Kapsids in das Zytoplasma der Wirtszelle mittels Rezeptor-
vermittelter Endozytose (Andersen und Nexo, 1983; Bolander, 1996) (Abbildung 1.3).

Abbildung 1.3: Elektronenmikroskopische Aufnahmen der Replikation
von Gam-maretroviren am Beispiel der PERVS. Die Viren werden durch Knos-
pung (,,budding“) von der Membran der Wirtszelle freigesetzt (A). Die freien Viren interagie-
ren im Verlauf des Infektionsprozesses mit dem zelluldren Rezeptor und werden dann endozy-
totisch aufgenommen (B). Bar: 100 nm. (Mikrographien mit freundlicher Genehmigung von
Dr. M. Ozel, RKI, Berlin).
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Im Zytoplasma kommt es durch das virale Enzym Reverse Transkriptase (RT) zur re-
versen Transkription des viralen RNA-Genoms und zur Bildung des doppelstrangigen
DNA-Provirus (Abbildung 1.4). Dieser Vorgang beginnt am 3"-OH-Ende des tRNA-
Molekdils, welches mit der PB-Region im 5 -Bereich des Virus-Genoms assoziiert ist.
Ausgehend von dieser tRNA synthetisiert die RT in 5°-3"-Richtung einen zu den U5
und R-Sequenzen der LTR komplementdren DNA-Strang. Die RNase-H-Funktion der
RT baut nun den RNA-Anteil des kurzen Hybridstranges ab, so dal nur ein einzelstran-
giger DNA-Strang mit kovalent verkniipfter tRNA verbleibt. Dieses Molekil wird im
Folgenden an das 3"-Ende des viralen RNA-Genoms transferiert, und hybridisiert mit
den dort vorliegenden komplementéren R-Sequenzen. Dieses Hybrid dient nun als Pri-
mer flir die Synthese eines zum gesamten viralen Genom komplementdren DNA-
Stranges. Der RNA-Anteil des entstandenen RNA/DNA-Hybrids wird wiederum tber
die RNase-H bis auf eine kurze Sequenz im Bereich des Polypurintraktes abgebaut.

Das 3-OH-Ende dieses RNA-Abschnitts dient nun als Primer fur die Synthese des ers-
ten doppelstrangigen DNA-Abschnittes, der sich in 5°-3"-Richtung bis zu an der PB-
Region noch immer gebundenen tRNA erstreckt. Diese wird nun abgebaut, so dal an
dieser Stelle ein 3"-Uberhang entsteht, welcher zu der PB-Region am 3"-Ende des
durchgehenden DNA-Erststranges komplementér ist. Die Hybridisierung dieser beiden
Sequenzbereiche bildet die Primerstruktur fiir die nachfolgende Synthese des proviralen
DNA-Doppelstranges (Coffin et al., 1997; Modrow und Falke, 1998).

Das weiterhin mit den Kapsidkomponenten komplexierte Provirus gelangt nun in den
Zellkern, wo es mittels der Integrase zur Integration in das zellulare Genom kommt.
Dafir entfernt die Integrase zwei Nukleotide von den 3"-Enden des viralen DNA-
Doppelstrangs, so dafl 5" -0berhangende, einzelstrangige Dinukleotide entstehen (Brown
et al., 1987). Durch die Endonuklease-Aktivitat der Integrase wird die zellulare DNA an
einer willkurlichen Stelle geschnitten (Withers-Ward et al., 1994), so dal} hier ebenfalls
5°-Uberhdngende, einzelstrangige Sequenzen von 4-6 Nukleotiden entstehen. Die 5'-
Enden der zellularen DNA werden nun mit den 3"-Enden der viralen DNA verbunden,
wobei es zum Verlust der 5 -Uberhdngenden Dinukleotide des Virusgenoms kommt
(Bushman und Craigie, 1991). Die verbleibenden einzelstrangigen Licken werden
durch zelluldre Reperaturmechanismen gefullt und durch Ligasen zu Doppelstrangen
geschlossen (Daniel et al., 1999). Im Verlauf dieses Prozesses werden 4-6 Basen der
flankierenden zelluldaren DNA dubliziert, wogegen das Virusgenom seine endstandigen
zwei Nukleotide verliert.
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Abbildung 1.4: Schematische Darstellung der reversen Transkription des

viralen RNA Genoms. Erliuterungen siehe Text. (Abbildung verandert nach Coffin et al.,
1997).
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Nach der Integration liegt das retrovirale RNA-Genom in Form eins doppelstrangigen
DNA-Provirus in dem Genom des Wirtes vor (Abbildung 1.5). Die viralen Gene werden
dann von identischen Sequenzabschnitten flankiert, welche als ,,long terminal repeats*
(LTR) bezeichnet werden. Die LTR-Region untergliedert sich in drei Abschnitte. Die
U3-Region (U = unique), welche ihren Namen von ihrer Lokalisation am 3 -Ende des
viralen RNA-Genoms erhalt. Nach der Integration des Provirus in die zellulire DNA
befindet sich diese Region allerdings am 5°-Ende des Provirus (siehe oben). In der U3-
Region befinden sich die meisten cis-aktiven Elemente der viralen Transkriptionsregu-
lation, sowie wichtige Sequenzen flr die Provirus-Integration. Der Bereich der U3-
Region ist bei vielen Retroviren variabel und kann von 200 bis (ber 1000 Basen lang
sein. Das Mittelstiick der LTR bildet die R-Region (R = redundant) mit 15-230 Basen
Lange, an welche sich die U5-Region anschliel3t. Diese 75-200 Basen lange Region ist
analog zur U3-Region nach ihrer Lokalisation am 5-Ende des viralen RNA-Genoms
benannt und befindet sich nach der Integration des Provirus am 3"-Ende der LTR. Auch
sie tragt fur die Integration notwendige Sequenzen. In dem zwischen LTR und dem
gag-Gen liegenden Bereich befindet sich die PB-Region. Hier befindet sich die Spleil3-
donorstelle, die fur die Produktion aller gespleiRter mMRNA-Molekiile verwendet wird.
Benachbart findet man die als y-Stelle bezeichnete Sequenzfolge, mittels derer sich die
RNA-Genome bei der Morphogenese an die Nukleokapsidproteinabschnitte der sich
bildenden Viruspartikel anlagern. In den Genomen alle Retroviren findet man die glei-
che Abfolge der offenen Leserahmen gag, pro/pol und env. Das gag-Gen kodiert dabei
flr die als gruppenspezifische Antigene bezeichneten Proteine MA, CA und NC; das
pol-Gen fur die Enzyme PR, RT und IN, und das env-Gen fur die Hullproteine TM und
SU (siehe oben). Bei komplexeren Retroviren werden diese drei Gene durch weitere
akzessorische Gene ergédnzt. An diese schlief3t sich der Polypurintrakt (PP) an, der aus
einer Folge von mindestens 9 Adenosin- und Guanosinresten besteht. Diese Sequenz ist
fir die Initiation der Synthese des DNA-Doppelstranges bei der reversen Transkription
wichtig (siehe oben).

LTR LTR

—|1 U3 | R|[U5 |PB |y gag pro/pol env PP | U3 [ R | U5 T
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Abbildung 1.5: Schematische Darstellung der genetischen Organisation eines

Gammaretrovirus nach der Integration als Provirus in die zellulare DNA. Weitere
Erlauterungen siehe Text.

Uber den zelluldren Transkriptionsapparat kommt es zum Ablesen der viralen Gene. Im
Folgenden wird einerseits eine ungespleiBte mMRNA an zytoplasmatischen Ribosomen
translatiert, und es entsteht das Gag-Pro/Pol-Fusionsprotein, welches die Sequenzen von
MA, CA, NC, PR, RT und IN enthé&lt. Andererseits wird nach dem SpleiRen der mRNA
das Env-Protein mit den Sequenzen fur SU und TM synthetisiert. Das zu diesem Zeit-
punkt noch unreife Env-Polyprotein gelangt mittels einer Signalsequenz an die Memb-
ran des rauen Endoplasmatischen Retikulums (rER) und durch weitere Translati-
onsschritte der Membran-gebundenen Ribosomen des rER in dessen Lumen hinein. In
Golgi-Vesikeln wird das Env-Protein an die Plasmamembran der Zelle transportiert. Im
Verlauf des Transportes kommt es dabei zur Glykolisierung des Proteins.

Der Transport des Gag-Pro/Pol-Fusionsproteins zur Zellmembran ist dagegen noch
weitgehendst unklar. Als die wahrscheinlichste Theorie wird zur Zeit die Interaktion des
Gag-Proteins mit Proteinen des Zytoskeletts, wie z.B. Aktin, angesehen (Edbauer und
Naso, 1984). Dabei wirde das Gag-Protein in Assoziation mit den zytoskelettalen
Strukturen des Zellkortex bis an die Plasmamembran gelangen (Ott et al., 1996). Aller-
dings gibt es auch die Theorie, dal’ die Gag-Proteine tiber Chaperone stabilisiert und an
ihren Zielort transportiert werden kénnten (Becker und Craig, 1994).

Der Zusammenbau der Viruspartikel (,,Assembly*) untergliedert sich allerdings bei den
verschiedenen Gruppen der Retroviren in zwei Arten (Gelderblom, 1990): Bei den Ret-
roviren des Typs B und D kommt es bereits innerhalb des Zytoplasmas zu einer Zu-
sammenlagerung der Gag-Proteine. Diese als A-Partikel bezeichneten Virus-Vorlaufer
sind unumhillte Viruspartikel, welche als Ganzes an die Plasmamembran transportiert
werden, und erst dort mit den Env-Proteinen im Verlauf der Knospung (,,budding*) von
der Zellmembran umhullt werden.

Die als Typ-A-Partikel bezeichneten Viren wurden urspriinglich als unumhiillte zytoplasmatische Vorlau-
ferpartikel der Typ-B-Viren charakterisiert. Allerdings wurden sie auch als intrazysternale Typ-A-Partikel
(1APs) beschrieben, welche in das endoplasmatische Retikulum (ER) von Nagerzellen budden und dort
akkumuliert werden. Diese IAPs sind dann umhillte Partikel, deren Hillmembran sich von der Membran
des ER ableitet. Im Gegensatz zu allen anderen Retroviren, welche im reifen Zustand ein zentrales, kon-
densiertes Kapsid enthalten (Bernhard, 1958), besitzen die Typ-A-Partikel ein Genom aus ein bis zwei
konzentrischen Ringen. Damit ahnelt das Kapsid der Typ-A-Partikel den unreifen Virionen der anderen
Retroviren (DeHarven, 1974).

Im Gegensatz dazu kommt es bei den Typ-C-Viren, den Lenti-und den Spumaviren zu
einem Transport von nur einzelnen Gag-Proteinen an die Plasmamembran. Dort werden
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alle viralen Proteine akkumuliert und letztlich im Verlauf der Knospung zu vollstandi-
gen Partikeln zusammengelagert (Abbildung 1.1). In beiden Fallen spielt das Gag-
Protein die zentrale Rolle im ProzeR des Assembly (Krauslich und Welker, 1996). Uber
die Interaktions(l)-Doméne in der NC-Region des Gag-Proteins kommt es zu einer
Wechselwirkung zwischen verschiedenen Gag-Proteinen (Craven et al., 1993), welche
in Anwesenheit von RNA deutlich gesteigert wird (Campbell und Vogt, 1995). An die
initiale Zusammenlagerung der Gag-Proteine schlie3t sich tbergangslos der Budding-
Prozell der Viruspartikel von der Zellmembran an. Bei den direkt an der Plasma-
membran entstehenden Partikeln, wie auch bei den zytoplasmatisch gebildeten Typ-A-
Partikeln kommt es zur Assoziation mit den viralen Glykoproteinen und einer exozyto-
tischen Abschniirung der Partikel von der Plasmamembran. Im Verlauf des Wachstums
der immer groRer werdenden Knospe werden neben den viralen Huillproteinen auch
zellulare Membranproteine mit in die Hulle der Viren inkorporiert. Die Grof3e der ent-
stehenden Partikel wird vermutlich durch Interaktionen zwischen den CA-Sequenzen
der Gag-Proteine determiniert (Wills et al., 1994). Die Abldsung der neuen Virusparti-
kel wird vermutlich von viralen (z.B.: L-Doméne der Gag-Proteine), wie auch von zel-
lularen Komponenten reguliert (Bork und Sudol, 1994). Im Verlauf dieser Ablésung,
oder kurz danach, werden die bis dahin als Polyproteine vorliegenden viralen Proteine
durch die PR in ihre einzelnen Komponenten prozessiert, und es kommt zur Kondensa-
tion des Kapsids (Sommerfelt et al., 1992). Die Partikel besitzen nun die Morphologie
reifer Viren und kénnen tber die Interaktion ihrer Glykoproteine mit den entsprechen-
den zelluldren Rezeptoren erneut als infektiése Viren aufgenommen werden.

1.2.3 Porcine endogene Retroviren (PERVS)

Porcine endogene Retroviren (PERVs) wurden erstmals in der porcinen Nieren-Zell-
Linie PK-15 beobachtet (Breese, 1970). Elektronenoptische Untersuchungen zeigten
umhillte, Virus-&hnliche Partikel mit einem Durchmesser von 90-100 nm, in deren
Kernbereich sich das RNA-enthaltende sogenannte ,,Virus-core® mit einer Grofie von
etwa 60 nm befand. Auch in anderen porcinen Zell-Linien wie 38A-1, IB-RS-2, SK-6,
MPK, ST-Mo, PORC oder PFT konnte nach Langzeit-Passagierung der Zellen eine
spontane Freisetzung von PERVs beobachtet werden (Armstrong et al., 1971; Woods et
al., 1973; Todaro et al.,, 1974, Lieber et al., 1973; 1975; Bouillant et al., 1975).
DNA/DNA-Nukleinsaure-Hybridisierungen mit DNA aus normalem porcinen Geweben
bewiesen, dal} es sich bei den PERVs um endogene, vertikal vererbbare Retroviren han-
delte (Todaro und Hubner, 1972). Dabei wiesen die Viruspartikel aus den porcinen
Zellkulturen die morphologischen Charakteristika von Typ-C Retroviren (heute Gam-
maretroviren) auf (Breese et al., 1970; siehe Abbildung 1.4). Weiterhin zeigten bioche-
mische Untersuchungen, daf PERVs hohe Ahnlichkeiten zu anderen Gammaretroviren
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wie z.B. dem Maus-Leuk&mievirus (MuLV), dem Katzen-Leukamievirus (FeLV) oder
dem endogenen Retrovirus der Paviane (BaEV) besitzen. Wie diese, bandieren PERV-
Partikel in einem Saccarose-Gradienten bei der fiir Retroviren typischen Dichte von
1,16 g/cm® (Todaro et al., 1974; Tacke et al., 2000). Die Partikel besaRen eine RNA-
abhangige DNA-Polymerase von 70 kDa, welche als reverse Transkriptase (RT) das
typische Schlusselenzym der Retroviren darstellt. Auch konnten gruppenspezifischen
Antigene (Gag-Proteine) nachgewiesen werden (Lieber et al., 1973, Woods et al.,
1973). Allerdings zeigten DNA/RNA-Nukleinsaure-Hybridisierungen, daf} sich die
PERVs von den endogenen Viren anderer S&uger auf der Nukleinséure-Ebene deutlich
unterschieden und daher eine eigene Gruppe von Typ-C Retroviren bilden (Todaro et
al., 1974; Beneviste et al., 1974).

Im Gegensatz zu der Expression von PERV in porcinen Zell-Linien konnte die Freiset-
zung von Viruspartikeln in Kulturen von primdren und sekundéren porcinen Nierenzel-
len nicht beobachtet werden (Armstrong et al., 1971). Spatere Untersuchungen zeigten
dagegen, dall PERV von porcinen Tumorzellen (Fraizer et al., 1985), von primaren En-
dothelzellen der porcinen Aorta (Martin et al., 1998a) und von Mitogen-stimulierten
porcinen PBMCs (Wilson et al., 1998; Tacke et a., 2000) in vitro freigesetzt wird. Dar-
uber hinaus konnte in verschiedenen Geweben des Schweins mRNA Expression von
PERV nachgewiesen werden (Akiyoshi et al., 1998; Langford et al., 2001).

Auch zeichnete sich ab, daR es sich bei PERV um eine Gruppe von verschiedenen Ty-
pen von Proviren handelt, welche mit tiber 50 Kopien (Patience et al., 2001; Ericsson et
al., 2001) an verschiedenen Loci im Genom der Schweine verankert sind (Akiyoshi et
al., 1998; LeTissier et al., 1997). Viele dieser Proviren sind vermutlich defekt, und fiih-
ren nicht zur Bildung intakter Viruspartikel. Daher konnte den porcinen endogenen Ret-
roviren anfangs kein infektioses Potential zugeordnet werden. Zwar gelang es, Zellen
der eigenen Spezies, wie z.B. die porcine Zell-Linie ST-IOWA mit PERV zu infizieren
(Strandstrém et al., 1974, Lieber et al., 1975), doch schlugen alle Versuche fehl, PERV
auf Zellen anderer Spezies zu Ubertragen (Bouillant et al., 1975; Todaro et al., 1974;
Lieber et al., 1975).

Jedoch wurden spater intakte Proviren von PERV isoliert, welche sich in die drei ver-
schiedene Subtypen PERV-A, PERV-B und PERV-C unterteilen lassen. PERV-A und
PERV-B wurden aus der humanen Zell-Linie 293 isoliert, welche zuvor mit PERV aus
der porcinen Nierenzell-Linie PK-15 infiziert worden war (LeTissier et al., 1997). Die
ersten Isolate von PERV-C stammten dagegen aus den Lymphozyten eines Miniatur-
Schweins (PERV-MSL; Akyoshi et al., 1998) und aus einem porcinen Lymphom
(PERV-Tsukuba-1; Suzuka et al., 1986).

Die Unterteilung der Subtypen basiert auf einer abweichenden Sequenz im Bereich des
fur das Hullprotein kodierenden env-Gens (Akiyoshi et al., 1998; LeTissier et al., 1997,
Suzuka et al., 1986). Ahnliche Unterschiede in Bereichen des Oberflachen-
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Glykoproteins von MuLV sind limitierend fur ein spezifisches Wirtsspektrum der je-
weiligen Subtypen (Battini et al., 1992; 1995). Der/die zelluldre(n) Rezeptor(en) der
PERVs ist/sind bislang unbekannt, doch scheinen die einzelnen Subtypen unterschied-
liche Rezeptoren fur die Infektion der jeweiligen Zellen zu nutzen (Takeuchi et al.,
1998). Analog dazu weisen die verschiedenen Subtypen von PERV auch ein unter-
schiedliches Wirtsspektrum auf: PERV-A und PERV-B sind polytrope Viren, da sie im
Gegensatz zu friheren Beobachtungen (siehe oben) auch Zellen anderer Spezies in vitro
infizieren kénnen (Patience et al., 1997; LeTissier et al., 1997; Takeuchi et al., 1998;
Wilson et al., 1998). Von besonderer Bedeutung fir die Xenotransplantation war dabei
die Infektion von humanen Zellen in vitro (Abbildung 1.6).

PERV. PERV-A/C Virionen nach der Freisetzung von der humanen Zell-Linie 293. Bar:
100 nm. (Mikrographie mit freundlicher Genehmigung von Dr. M. Ozel, RKI, Berlin)

Bei PERV-C handelt es sich dagegen vermutlich um ein ecotropes Virus, welches nur
Zellen der eigenen Spezies infizieren kann. Dies wirde damit die friher beobachtete
Infektion der porcinen Zell-Linien erkldaren (Strandstrém et al., 1974, Lieber et al.,
1975; siehe oben). Allerdings konnte PERV-C in einigen Féllen auf humane Zell-Linien
Ubertragen werden, wobei davon ausgegangen werden muf, da es dabei zu einer
Kreuzverpackung des PERV-C Genoms mit PERV-A oder PERV-B gekommen sein
konnte (Takeuchi et al., 1998).

Weitere Sequenzanalysen zeigten, dal PERV-A, PERV-B und PERV-C in den Berei-
chen der gag- und pol-Gene hohe Homologien zueinander aufweisen, wobei sich die

einzelnen Subtypen hochstens um 5% in der Aminosduresequenz der entsprechenden
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Bereiche unterscheiden (Akyoshi et al., 1998; LeTissier et al., 1997; Patience et al.,
1997). Daruber hinaus weisen die PERVs auch mit 60-70% hohe Homologie zu den
Gammaretroviren des Gibbonaffen (GaLV), der Katze (FeLV) und der Maus (MLV)
auf (LeTissier et al., 1997; Takeuchi et al., 1998). Fir diese und viele weitere Gamma-
retroviren konnte schon friih gezeigt werden, dal} es neben den Virus-assoziierten
Krankheitsbildern zu einer Virus-induzierten Immunsuppression kommt (Dent, 1972).
Dies konnte nicht nur in vitro (Denner et al., 1980; Haraguchi et al., 1995), sondern
auch in vivo gezeigt werden (Bendinelli et al., 1985; Good et al., 1991; Mangeney und
Heidmann, 1998). Die Gammaretrovirus-vermittelte Immunsuppression zeichnete sich
in vivo durch eine gesteigerte Mortalitat wie auch durch eine erhéhte Anfélligkeit ge-
geniiber sekundéren viralen und bakteriellen Krankheiten aus (Anderson et al., 1971;
Essex und Snyder, 1973; Hoover et al., 1973; Cotter et al., 1975). Weiterfuhrende in
vitro-Versuche zeigten, daR es im Verlauf der retroviralen Immunsuppression zu einer
Inhibierung der Lymphozyten-Proliferation, sowie zu einer Modulation des Zytokin-
musters kommt (Wainberg et al., 1987; Denner et al., 1980, 1985a,b, 1986, Denner,
1987; Orosz et al., 1985a,b; Yasuda et al., 1987; Haraguchi et al., 1995). Die Inhibie-
rung der Produktion von Interleukin-2 (IL-2), IL-12, sowie der Tumor-Nekrose-
Faktoren o und v, und die gesteigerte Produktion von IL-10 scheinen initiale Schritte in
die Richtung einer Fehlfunktion des Immunsystems zu sein. Ahnliche immun-
suppressive Effekte konnten auch fir die porcinen endogenen Retroviren in vitro ge-
zeigt werden (Denner, 1998; Tacke et al., 2000). Demgegentber konnte den PERVs
bislang weder in vitro noch in vivo ein tumorigenes Potential zugeordnet werden. Aller-
dings lassen diese Befunde nur sehr limitierte Riickschlisse auf das Risiko zu, welches
mit einer potentiellen Expression und Freisetzung von PERV von einem porcinen Xe-
notransplantat in dem humanen Rezipienten und den damit assoziierten pathogenen
Folgen verbunden sein kdnnte (Denner, 1998).

Zur Zeit existiert kein Tiermodell fir die Untersuchung einer Infektion mit PERVS,
doch zeigten erste Untersuchungen mit experimentellen Xenotransplantationen in nicht-
humanen Primaten (Martin et al., 1998b; Winkler et al., 1999), sowie erste klinische
Xenotransplantationen (Paradis et al., 1999; Pitkin und Mullon, 1999; Tacke et al.,
2001) keine Ubertragung von PERVS in vivo.

In diesem Zusammenhang muf} allerdings erwéhnt werden, dal3 bei der Verwendung
porciner Xenotransplantate von transgenen Schweinen, das Risiko einer Ubertragung
von PERYV rapide zunehmen kdnnte (Weiss, 1998).

Die gentechnische Manipulation von Schweinen wurde zur Verminderung der immuno-
logischen AbstoRRungsreaktionen der Xenotransplantate initiiert. Als das wichtigste An-
tigen der naturlichen xenoreaktiven Antikorper gilt das Gal-Epitop, welches auf den
Zellen aller Sauger, auBer auf denen des Menschen und der Altwelt-Affen vorkommt
(siehe 1.1.2). Im Verlauf des ,,budding“ von einer porcinen Zelle (siehe 1.2.2.4) werden
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diese Epitope mit in die Hullmembran der PERVs inkorporiert und dienen dem huma-
nen Immunsystem als schnelle Hilfe bei der Erkennung der Koérper-fremden Partikel.
Im UmkehrschluR wiirde die Entfernung dieses Epitops die PERVs vor einer vorzeiti-
gen Eliminierung durch das humane Immunsystem schiitzen. Allerdings war die Entfer-
nung des Gens fur das a-Gal-synthetisierende Enzym a1,3- Galaktosyl-Transferase aus
dem porcinen Genom anfangs nicht gelungen. Jedoch existierten vielversprechende An-
sétze bei a-Gal-knock-out-Mé&usen, welche dann wie Mensch und Altwelt-Affen anti-
Gal-Antikdrper bilden (Thall et al., 1996). Diese ersten Erfolge flihrten zwischenzeitlich
auch zu der Eliminierung von einem der vermutlich zwei Gene der a1,3- Galaktosyl-
Transferase aus dem porcinen Genom (Lai et al., 2002; Dai et al., 2002).

Ein anderer Ansatz basiert auf der durch gentechnische Veranderung induzierten Ex-
pression von humanen Komplement-regulierenden Proteinen auf der porcinen Zellober-
flache. Die Expression von z.B. CD46, CD59 oder CD55 (hDAF) auf porcinen GefaRl-
endothelzellen zeigte dabei bereits eine deutliche Verminderung der Aktivierung des
humanen Komplementsystems (Cozzi et al., 1996; Platt und Logan, 1996; Byrne et al.,
1997; Cowen et al., 1998). Das humane Komplementsystem fungiert allerdings als ein
effektives Schutzsystem gegen Mikroorganismen. Auch fur PERVs konnte eine effekti-
ve Inaktivierung durch das humane Komplement gezeigt werden (Rother et al., 1995;
Takeuchi et al., 1996). Eine derartige gentechnische Veranderung der Schweine wirde
daher mit einer Inkorporation der humanen Komplementregulator-Proteine in die Hll-
membran der PERVs ein hergehen und den PERVs einen entsprechenden Schutz vor
der Eliminierung durch das Komplement bieten.

Da bislang allerdings kein Tiermodell flr die Untersuchung einer Infektion mit PERVs
existiert, kann uber die moglichen Folgen des Einsatzes von gentechnisch veranderten
porcinen Xenotransplantaten und das Ausmal} einer potentiellen Infektion mit PERVS
nur spekuliert werden.

1.3 Zielsetzung

Mit zunehmender Uberwindung der immunologischen Hiirden bei der Transplantation
xenogenen Transplantate in humane Rezipienten wird ein moglicher klinischer Einsatz
der Xenotransplantation immer wahrscheinlicher. Als eine der Grundvoraussetzungen
daftr gilt allerdings weiterhin die mikrobiologische Sicherheit der Xenotransplantate.
Zur Zeit scheint dabei das gréiite Risiko von den endogenen Retroviren der Spender-
tiere auszugehen. Im Gegensatz zu allen anderen Mikroorganismen lassen sich die en-
dogenen Viren nicht ohne weiteres aus dem Genom der Tiere entfernen. Bei der Ver-
wendung von Schweinen als mogliche Spender der Xenotransplantate ist diese Tatsache
besonders problematisch, da die porcinen endogenen Retroviren (PERVS) mit weit mehr
als 50 Kopien an verschiedenen Loci des porcinen Genoms integriert sind. Die Elimi-
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nierung der einzelnen Proviren uber ,,knock-out” Verfahren wird daher zur Zeit als au-
Rerst schwierig angesehen. Es konnte bereits gezeigt werden, dal PERVs humane Zel-
len in vitro infizieren, doch bleibt die Frage eines moglichen Infektionspotentials von
PERVs in vivo offen. In diesem Zusammenhang ist zu bedenken, dal die gemachten
Fortschritte in der Behebung der immunologischen Transplantatabstof3ung, wie eine
verbesserte Immunsuppression oder die gentechnische Verdnderung der Spendertiere,
das Risiko einer Ubertragung von Mikroorganismen wie den endogenen Viren auf den
humanen Rezipienten deutlich erhéhen kdnnten.

Vor diesem Hintergrund soltel die vorliegende Arbeit einen Beitrag zu der Evaluierung
der Virussicherheit bei der Xenotransplantation leisten, und eine Analyse des potentiel-
len Risikos einer Ubertragung von PERVS in vivo bieten.

Da bis heute die zelluldren Rezeptoren der PERVs unbekannt sind, wurde in dieser Ar-
beit eine Analyse des Wirtsspektrums der PERVs durchgefuhrt, um detailliertere Anga-
ben Uber suszeptible Spezies und Gewebe zu erhalten. Dabei sollte mit replikati-
onskompetenten Viren, sowie vorwiegend mit primaren Zellen gearbeitet werden, um
die Situation einer moglichen Infektion des Xenotransplantat-Rezipienten mit PERVS in
vitro zu simulieren. Die Analyse des Wirtsspektrums wurde dabei mit zwei Zielsetzun-
gen durchgefihrt:

1. Es sollten humane Zellen verschiedener Gewebe auf ihre Suszeptibilitt gegeniber
einer Infektion mit PERVs untersucht werden, da die Identifizierung suszeptibler
Zelltypen die spatere Untersuchung von Empféngern porciner Xenotransplantate
deutlich erleichtern wirde. Dariiber hinaus kénnte dies méglicherweise Ansatze bie-
ten, eine Infektion mit z.B. kompetitiv wirkenden Antikdrpern gegen die zellularen
Bindungsstellen des Virus zu blockieren.

2. Die Analyse des Wirtsspektrums von PERVs mit Zellen verschiedener Spezies soll-
te die Identifikation einer oder mehrerer Spezies ermdglichen, welche fur die Etab-
lierung eines Tiermodells in Frage kommen wirde(n).

Als ein weiterer Aspekt der in vitro Versuche sollte die mdgliche Adaptation von
PERVs an Zellen der jeweiligen Spezies untersucht werden. Diese Fragestellung beruh-
te auf der Tatsache, dal} fur viele Retroviren bekannt ist, daf? sie sich im Verlauf  ih-
rer Replikation in den Zellen ihres Wirtes an diesen anpassen, was zum Teil in pathoge-
nen Folgen flr den Wirt resultiert. Dabei sollte mit Hinblick auf die Xenotransplantati-
on der Schwerpunkt der Analyse auf humanen Zellen liegen.

Da das potentiell pathoge Potential von PERVSs in vivo fur die Xenotransplantation von
besonderer Bedeutung ist, sollte nach der Identifikation einer suszeptiblen Spezies in
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vitro ein Tiermodell etabliert werden, in welchem diese Frage detaillierter in vivo analy-
siert werden konnte. Dabei sollte aus ethischen und praktischen Griinden vorrangig ein
Kleintiermodell aufgebaut werden, welches trotz der phylogenetischen Distanz zum
Menschen die grundsétzlichen Folgen einer Infektion mit PERV in vivo demonstrieren
kdnnte. Darlber hinaus wurde ein Tiermodell mit nicht-humanen Primaten angestrebt,
da sich die Ergebnisse einer derartigen Studie auf die Situation des humanen Xe-
notransplantat-Rezipienten wesentlich besser ibertragen lieRen, als die Daten einer Stu-
die mit Kleintieren.

Zusammenfassend sollte so das Wirtsspektrum, sowie das infektiose und potentiell pa-
thogene Potential der porcinen endogenen Retroviren in vitro und in vivo detailliert cha-
rakterisiert werden.
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3. ERGEBNISSE

3.1 Das Wirtsspektrum von PERV in vitro

Nach der Entdeckung und den ersten elektronenoptischen und biochemischen Untersu-
chungen der porcinen endogenen Retroviren (PERVs) Anfang 1970 (Breese, 1970),
schenkte man diesen Viren lange Zeit wenig Beachtung. Erst die Uberlegung, Schwei-
ne als Quelle fir Xenotransplantate zu verwenden, warf die Frage nach der mikrobiolo-
gischen Sicherheit dieser porcinen Xenotransplantate auf. Diese Problematik erhielt
besondere Bedeutung, da in ersten Infektionsversuchen gezeigt werden konnte, dafl
PERVs humane Zellen in vitro infizieren kénnen (Patience et al., 1997), und somit das
Risiko einer potentiellen Ubertragung von PERVs auf den humanen Rezipienten in vivo
besteht. Fir die spatere Etablierung eines Tiermodells wurden daher Zellen verschiede-
ner Kleintiere auf ihre Suszeptibilitat fiir eine Infektion mit PERV in vitro untersucht.
Zu Beginn dieser Arbeit wurde mit den beiden bislang einzigen xenotropen Subtypen
PERV-A und PERV-B, sowie dem ecotropen Subtyp PERV-C gearbeitet. Spater wurde
zusatzlich mit einem rekombinierten Subtyp PERV-A/C gearbeitet. Dieser war nach der
Infektion von humanen 293 Zellen mit PERVs aus Mitogen-stimulierten porcinen
PBMCs durch Rekombination von env-Sequenzen von PERV-A und PERV-C wéhrend
der Passagierung auf humanen 293 Zellen entstanden (Abbildung 4.4; Wilson et al.,
1998).

3.1.1 Die Infektion von Zellen verschiedener Kleintiere

Fur diese Infektionsversuche wurden vorwiegend priméare Zellen verwendet, da sie im
Gegensatz zu immortalisierten und transformierten Zell-Linien aufgrund ihres ,,naiven®
Status am besten die nattrliche Kompetenz der Zellen in vivo widerspiegeln. Diese Zel-
len wurden mit PERVs infiziert, welche von der porcinen Zell-Linie PK15 (PERV/PK)
oder der humanen Zell-Linie 293 (PERV/293) produziert wurden (Tabelle 2.11). In den
verwendeten priméren Zellen von Ratten und Baumwollratten liel? sich 4 Wochen nach
der Inokulation keine Infektion mit PERV nachweisen. Zwar zeigten einige Kulturen
positive RT-Werte in ihren Uberstanden (Tabelle 3.1), doch lieRen sich in einer PCR
mit spezifischen Primern keine proviralen Sequenzen von PERV amplifizieren. Die
detektierten RT-Aktivitdten wurden daher vermutlich durch aktivierte endo- gene Ret-
roviren der Ratten freigesetzt.
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Tabelle 3.1: Infektion von Zellen verschiedener Kleintiere mit PERV in vitro.

Spezies Zellursprung Virus Titer/10 ml Detektion
RT[mU/ml] PCR
Ratte Niere PERV/PK 1x10%° - NG
PERV/293 1x10%2 - -
Milz PERV/PK 1x10*® - NG
PERV/293 1x10%2 +* -
PBMCs PERV/PK 1x10*® - NG
PERV/293 1x 10%? +* -
Embryo PERV/PK 1x10%° - NG
PERV/293 1x 10%2 +* -
Baumwollratte Niere PERV/PK 1x 10?3 - NG
PERV/293 1x10%2 - -
Milz PERV/PK 1x10%® - NG
PERV/293 1x10%2 +* -
PBMC PERV/PK 1x10*® - NG
PERV/293 1x 10%2 +* -
Nerz Mv1Lu PERV/PK 1x10%° - -
PERV/293 1x 10%2 39+1,8 +
Katze CRFK PERV/PK 1x10%° - -
PERV/293 1x10%2 +* -
PG-4 PERV/PK 1x10*® - -
PERV/293 1x 10*? 16 +2 +

NG: nicht getestet; * : Uberstande dieser Kultivierten Zellen zeigten eine positive RT-Aktivitét, doch
lieRen sich Uber eine PCR mit PERV-spezifischen Primern in der DNA der Zellen keine proviralen Se-
qguenzen amplifizieren. Die detektierte RT-Aktivitat wurde vermutlich durch aktivierte endogene Retrovi-
ren der Ratte oder der Katze freigesetzt. Die Standardabweichung ergibt sich aus Messungen von Tripli-
katen.

Dagegen liel sich in der DNA der Zell-Linien Mv1lLu und PG-4 provirale DNA mit
PERV-spezifischen Primern nachweisen (Abbildungen 3.1 und 3.2). Weiterhin zeigten
diese Kulturen Mangan(Mn**)-abhangige RT-Aktivitat in ihren Uberstanden, was auf
eine produktive Infektion dieser Zelltypen mit Gammaretroviren wie PERV hindeutete
(Tabelle 3.1). Da jedoch die feline Zell-Linie PG-4 fir den Aufbau eines entsprechen-
den Kleintier-Modells nicht geeignet erschien, wurde aufgrund der produktiven Infekti-
on der Nerzzell-Linie Mv1Lu der Nerz als ein in Frage kommendes Modell-System in
Betracht gezogen (siehe 3.2.1). Im Vorfeld sollte allerdings durch ndhere Charakterisie-
rung der Zell-Linie Mv1Lu das Infektions- und Replikations-Potential von PERV auf
Zellen dieser Spezies analysiert werden.

Abbildung 3.1: Nachweis proviraler DNA mittels

PCR und PERV-pol spezifischen Primern in 1 ‘ 2 ‘ 3
DNA von PERV/293-Infizierten PG-4 Zellen.

DNA von uninfizierten PG-4 Zellen (1) und PERV/293-
infizierten PG-4 Zellen (2). Zur Kontrolle der PCR wurde |PERV-pol
DNA aus 293/PERV-Zellen (3) verwendet. Zur Kontrolle der
DNA-Qualitdat wurden in einer Multiplex-PCR gleichzeitig
Sequenzen des B-Actin-Gens amplifiziert.

B-Actin
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3.1.1.1 Die Infektion der Nerzzell-Linie Mv1Lu

Fir eine Uberpriifung, ob die detektierte RT-Aktivitat in den Uberstanden der PERV-
infizierten Zell-Linie Mv1Lu mit infektidsen Virus-Partikeln assoziiert ist, wurde das
Virus pelletiert, auf uninfizierten 293 Zellen titriert und mittels PCR ein infektioser Ti-
ter von 1 x 10° TCIDso/ml ermittelt. Analyse mit Subtyp-spezifischen Primern ergab,
dal? beide von PERV/293 produzierten polytropen Subtypen, PERV-A und PERV-B,
auf die Nerz-Zellen tbertragen wurden (Abbildung 3.2). Daraus lieR sich schlief3en, dal3
Mv1Lu Zellen die entsprechenden Rezeptoren beider Subtypen von PERV exprimieren.
PERV/Mv1Lu konnte weiterhin auf uninfizierte Mv1Lu Zellen, sowie auf uninfizierte
293 Zellen passagiert werden. Wiederum wurden dabei beide Subtypen von PERV
Ubertragen (Abbildung 3.2).

M12 34 1234 M

Uninfizierte
Mv1Lu Zellen
Ratten B-Actin = . Humanes B-Actin

M12 34 1234 M

PERV/Mv1Lu-infizierte
293 Zellen

Abbildung 3.2: PCR mit DNA von uninfizierten und infizierten Mv1Lu-Zellen
und 293 Zellen. Die PCR erfolgte mit spezifischen Primern fiir PERV-gag (1); PERV-pol (2);

PERV-env-A (3) und PERV-env-B (4); Die Qualitat der DNA wurde durch Amplifikation von B-
Actin Sequenzen Uberprift. M: 100 bp-Leiter. (Specke et al., 2001c)

Uninfizierte
293 Zellen

PERV/293-Infizierte
Mv1Lu | Zellen

PERV/293-infizierte
293 Zellen

PERV/Mv1Lu-infizierte
Mv1Lu Il Zellen
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Neben dem Nachweis der Integration proviraler DNA wurde die Replikationsfahigkeit
von PERV/293 mittels RT-Assay und der Expression des transmembranen Hullproteins
pl5E von PERV in einem Immunperoxidase-Assay (IPA) in PERV/293-infizierten
Mv1Lu-Zellen und humanen 293 Zellen untersucht. Die Expressionsdaten zeigten dabei
deutlich, dal’ die Replikation von PERV/293 in der humanen Zell-Linie wesentlich stér-
ker erfolgte, als in den Mv1Lu-Zellen. In den Uberstanden von PERV/293-infizierten
293 Zellen wurden RT-Aktivitaten von 280 £ 6 mU/ml nachgewiesen, wogegen in den
Uberstanden der Nerz-Zellen nur Werte von 39 + 1,8 mU/ml RT-Aktivitdt gemessen
werden konnten. Auch im IPA wurde durch die signifikant starkere Farbung der Kultur
die groRere Anzahl der p15E expremierender Zellen visualisiert (Abbildung 3.3).

Mv1Lu-Zellen 293 Zellen

uninfizierte Zellen

« . | infizierte Zellen

infiziert mit
2 -# - gt g gt Lo
i Eﬁ f 2 PERV/Mv1Lu

J--i..'—h n.\_.

Abbildung 3.3: Immunoperoxidase Assay mit uninfizierten und infizier-

ten Nerz Mv1Lu (links) und humanen 293 Zellen (rechts). Die Infektion wur-
de Uber die Expression des viralen p15E von PERV detektiert und mittels Rotfarbung der in-
fizierten Zellen visualisiert. Die Mikrographien wurden an einem Zeiss Axiovert Lichtmikro-
skop bei einer 100-fachen VergroRerung aufgenommen. (Specke et al., 2001c).
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Weiterhin konnte gezeigt werden, da PERV die Fahigkeit der htheren Replikation auf
humanen Zellen auch nach einer Passage in der Nerzzell-Linie Mv1Lu nicht verliert: In
parallel mit PERV/Mv1Lu-transfizierten Mv1Lu und 293 Zellen erfolgte die Expression
von pl5E nach gleicher Replikationszeit in der humanen Zell-Linie 293 wesentlich
stérker, als in den Mv1Lu Zellen (Abbildung 3.3). Dieses Ergebnis deutete auf eine bes-
sere Replikationsfahigkeit von PERV auf humanen Zellen im Allgemeinen hin. Dieser
Frage wird unter 3.1.4 detaillierter nachgegangen.

In diesem Zusammenhang wurden die Virus-Partikel von PERV/Mv1Lu mittels Elekt-
ronenmikroskopie auf eventuell morphologische Veranderungen untersucht. Jedoch
zeigten die Viren die typische Morphologie von Gammaretroviren mit einem elektro-
nenoptisch dichteren Membran-umhdllten Kernbereich und einem Durchmesser von
etwa 100 nm. Im Vergleich zu PERV/293 wiesen sie weder bei der Knospung (Abbil-
dung 3.4 a, c¢) noch als freie Partikel (Abbildung 3.4 b, d, e, f) sichtbare Unterschiede
auf. Jedoch zeigte auch die elektronenmikroskopische Untersuchung einer Anzahl sta-
tistisch relevanter Schnitte von PERV/293-infizierten Nerz-, sowie humanen Zellen, daf}
in den infizierten humanen Zellen eine relativ hohere Anzahl von Viruspartikeln vor-
kam.

Abbildung 3.4: Elektronenoptische Aufnahmen von PERV/293 und

PERV/Mv1Lu-Partikeln. Knospende und freie Viruspartikel, die von humanen 293 Zellen (a,
b, €) und von der Nerzzell-Linie MvlLu (c, d, f) produziert wurden. Bar: 200 nm. (Specke et al.,
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2001c)
Bei der elektronenmikroskopischen Untersuchung der PERV/293-infizierten Mv1Lu

Zellen fiel das Vorkommen von multivesikular(,,multivesicular body*“, MVB)-&hnlichen
Strukturen auf. Wahrend in uninfizierten Mv1Lu Zellen derartige Strukturen géanzlich
fehlten, lagen die MVBs in den infizierten Mv1Lu Zellen als Zisternen-artig angeordne-
te Komplexe im gesamten Zytoplasma vor (Abbildung 3.5).

Abbildung 3.5: Elektronenoptische Aufnahmen von MVBs in PERV-

infizierten Mv1Lu-Zellen. In infizierten MviLu-Zellen findet man im gesamten Zy-
toplasma MVB-dhnlichen Strukturen, welche meist Zisternen-artig vorkommen (a). Die
MVBs, enthalten wiederum groBe Mengen an virus like particles (VLPs), welche einen
Durchmesser von 60 nm aufweisen (b). Bar: 200 nm. (Specke et al., 2001c).
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Die MVBs wiederum enthielten eine Vielzahl von Partikeln Virus-dhnlicher Morpholo-
gie (,,virus-like particles”, VLPs), welche allerdings im Gegensatz zu normalen Gam-
maretroviren nur einen Durchmesser von 60 nm aufwiesen. Die GréRe und Morpholo-
gie der VLPs deutete damit auf das Vorliegen unreifer Viruspartikel hin. Der Nachweis
der viralen Proteine p15E und Gag von PERV in den MVBs mittels ImmunFluores-
zenzmikroskopie stiitzte weiterhin die Vermutung, dal’ es sich bei den VLPs um eine
Ansammlung unreifer PERV-Partikel handelte, welche in den MVBs gelagert werden.
In der Immun-Fluoreszenzmikroskopie sind diese Ansammlungen deutlich als kugelige
Komplexe im Zytoplasma der Zellen erkennbar (Abbildung 3.6).

.

Abbildung 3.6: Immun-Fluoreszenzmikroskopie mit PERV/293-infizierten Mv1Lu

Zellen. Die Detektion von PERV-Proteinen erfolgte tber die Verwendung eines p15E-erkennenden
Antiserums und einen FITC-markierten Zweitantikdrper. Die Férbung zeigt deutlich die kugeligen Struk-
turen der MVBs im Zytoplasma der infizierten Zellen (A, B, C). Die Verwendung von Pra-Immunserum
oder nur des Zweitantikorpers flihrte zu keiner Farbung. Uninfizierte Mv1Lu Zellen zeigten in jeder Kon-
trolle ebenfalls keine Farbung viraler Proteine. Zum Vergleich wurden uninfizierte und PERV/293-
infizierte 293 Zellen mit den selben Seren inkubiert. Wahrend die uninfizierten 293 Zellen keinerlei spe-
zifische Féarbung zeigten (D), erfolgte in den infizierten 293 Zellen, abgesehen von einigen Ansammlun-
gen, die Anféarbung der viralen Proteine diffus liber die ganze Zelle (E).
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3.1.2 Die Infektion von Zellen nicht-humaner Primaten

Die Etablierung eines Kleintiermodells im Zusammenhang mit der Untersuchung viraler
Infektionsvorgénge beim Menschen, hat neben einer Vielzahl von praktischen und wirt-
schaftlichen Grunden den entscheidenden Nachteil, ein vom Menschen phylogenetisch
weit entferntes Modell zu liefern. Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit parallel zu
den Kleintierexperimenten ein aussagekraftigeres Tiermodell in nicht-humanen Prima-
ten angestrebt. Um auch hier eine ausreichende Suszeptibilitat der jeweiligen Spezies zu
gewahrleisten, wurden Zellen verschiedener Affen-Arten auf ihre Suszeptibilitat fur
eine Infektion mit PERV in vitro getestet (Tabelle 3.2).

Tabelle 3.2: Infektion von priméaren Zellen nicht-humaner Primaten in vitro.

Die Zellen wurden mit verschiedenen Subtypen von PERV inokuliert und mittels PCR mit PERV-
spezifischen Primern eine Woche nach Infektion auf eine Integration proviraler DNA in das Wirtsgenom
getestet. Weiterhin wurden zum selben Zeitpunkt die Uberstande der Zellkulturen auf das Vorhandensein
von Gammaretroviren-spezifischer RT-Aktivitat untersucht. Die mit * gekennzeichneten Kulturen zeigten
allerdings erst 14 Tage nach Inokulation eine signifikante RT-Aktivitat in ihren Uberstanden. Fir weitere
Erklarungen, siehe Text.

Spezies Tier Gewebe Virus Inokulierter  Pro- Sezernierte RT-
Titer/10 ml virus  Aktivitat [mU/ml]
Rhesus- Affe 178 PBMCs  PERV/5° 1x10° + 12420
PERV-B 1x10%’ + 0+ 0,08
179 PBMCs  PERV/5° 1x10° + 11415
PERV-B 1x10%7 + 0+0,2
180 PBMCs  PERV/5° 1x10° +  13+0,7
PERV-B 1x10%’ + 0+0,1
Pavian 6614 PBMCs  PERV/5° 1x10° + 14430
PERV-B 1x10%’ + 0+0,17
PERV/293  1x10%? + 0403 (11+0,5)%*
PERV/PK  1x10%*® - 0+0,1
7341 PBMCs  PERV/5° 1x10° + 12417
PERV-B 1x10%’ + 0+0,02
PERV/293 1 x10°%?2 + 040,15 (9+2,3)*
PERV/IPK  1x10*® - 0+0,2
1301 Milz PERV/293 1 x10°%?2 + 040,09 (7 +0,7)*
PERV/PK  1x10*® - 0+0,2
Schweins- 6501 PBMCs - 0+£0,03
Affe Milz PERV/5° 1x10° + 0+ 0,08
Niere + 0+0,11
6506 PBMCs - 0+ 0,06
Milz PERV/5° 1x10° + 0+0,13
Niere + 0+0,09

Dazu wurden primare Zellen von Rhesus-Affen, Pavianen und Schweins-Affen mit ver-
schiedenen Subtypen von PERV inokuliert und mittels PCR auf die Integration provira-
ler DNA in das zellulare Genom getestet. Alle drei Spezies der nicht-humanen Primaten
zeigten sich dabei als suszeptibel, da bereits eine Woche nach Inokulation mit PERV/5°
in allen Proben eine Infektion nachweisbar war (Tabelle 3.2 und Abbildung 3.7). Da
PERV/5° eine PERV-A/C Rekombinante mit reinem PERV-A Tropismus ist, zeigte die
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Infektion dieser Zellen und die Amplifikation von Subtyp-spezifischer proviraler DNA
das Vorhandensein des putativen Rezeptors fur PERV-A.

Zellen von Rhesus-Affen und Pavianen lieRen sich weiterhin mit PERV-B infizieren
(Tabelle 3.2 und Abbildung 3.7), so dal auf den getesteten Zellen die Rezeptoren beider
polytropen Subtypen von PERV vorkommen missen. Eine Woche nach der Inokulation
mit PERV-B (1 x 10 " TCIDs;) waren PERV-B Proviren detektierbar, jedoch resultier-
te diese Infektion innerhalb der verbleibenden Lebensdauer der priméaren Zellen von 14
Tagen nicht in einer produktiven Infektion.

Spezies Pavian Rhesus Schweinsaffe
Gewebe PBMC PBMC PBMC PBMC Milz Niere
Tier 6614 | 7341 6614 | 7341 178 | 179 178 | 179 6501 | 6506 6501 | 6506
PERV | M- +[-+ M-+|-+ M+-|+-|M- H- + M- +|-+| M- + -+

L]
—
[
-
f—
—
e
—
—

PERV
Primer | PERV-A env | PERV-B env | PERV-Aenv | PERV-B env PERYV pol PERYV pol

Kontroll _ _ _ _
Primer BaEV BaEV B-actin B-actin B-actin B-actin

Abbildung 3.7: Nachweis proviraler PERV-DNA mittels PCR in primaren Zellen

nicht-humaner Primaten. Primire PBMCs von Pavianen und Rhesus-Affen wurden parallel mit
PERV/5° und PERV-B inokuliert. Bereits eine Woche nach Inokulation konnte provirale DNA mittels
PCR und PERV-spezifischen Primern detektiert werden. Dabei konnte in dem jeweiligen Ansatz der
entsprechend inokulierte Subtyp nachgewiesen werden, was auf eine Suszeptibilitit der Zellen fir beide
Subtypen von PERV hindeutete. PBMCs der Schweins-Affen lieRen sich nicht mit PERV/5° infizieren.
Dagegen konnten primére Milz- und Nierenzellen der Schweins-Affen mit PERV/5° infiziert werden. Zur
Kontrolle der Pavian-DNA wurden Sequenzen von BakEV, zur Kontrolle der Rhesus und Schweins-Affen-
DNA B-Actin-Sequenzen amplifiziert. + infizierte Zellen; - uninfizierte Kontroll-Zellen. (Specke et al.,
2002b).

Diese Vermutung wurde weiterhin durch die Infektion von Pavian-Zellen mit
PERV/293 gestitzt, welches ein Gemisch aus PERV-A und PERV-B représentiert. Al-
lerdings schien die Infektion der Zellen mit der Dosis an inokuliertem Virus zu korrelie-
ren, da die Inokulation der gleichen Pavian-Zellen mit PERV-PK, welches ebenfalls ein
Gemisch aus PERV-A und PERV-B enthélt, zu keiner detektierbaren Infektion fiihrte.
Die Etablierung einer produktiven Infektion schien daher in Abhangigkeit der inokulier-
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ten Virusmenge zu erfolgen (Tabelle 3.2). Fur den Nachweis einer Virusreplikation
wurde die Menge von Gammaretroviren-spezifischer RT-Aktivitat in den jeweiligen
Kulturtberstdanden herangezogen. Dabei zeigte sich, daB bei der Inokulation mit
PERV/5° (1 x 10° TCIDsp) bereits nach einer Woche neben dem Nachweis proviraler
DNA auch signifikante RT-Aktivitaten detektierbar waren. Bei Inokulation mit
PERV/293 (1 x 102 TCIDsy) erfolgte bereits nach einer Woche der Provirus-Nachweis,
signifikante RT-Aktivitaten waren dagegen erst zwei Wochen nach der Infektion nach-
weisbar (Tabelle 3.2). Wie bereits erwéhnt, fuhrte die Inokulation der Pavian-Zellen mit
PERV/PK (1 x 10%® TCIDsy) bei keiner der getesteten Ansétze zu einer Integration pro-
viraler DNA und damit auch zu keiner produktiven Infektion. Allerdings kann nicht
ausgeschlossen werden, dal es bei einer Inokulation mit héheren Titern von PERV/PK
ebenfalls zu einer Infektion der Pavian-Zellen und einer Replikation von PERV auf die-
sen infizierten Zellen gekommen ware. Gleiches gilt fir die mit PERV-B infizierten
Zellen von den Pavianen und den Rhesus-Affen. Da bislang keine Versuche unternom-
men wurden, Zellen von Schweins-Affen mit PERV-B zu infizieren, kann zur Zeit be-
zuglich der Suszeptibilitat dieser Spezies fur diesen Subtyp keine Aussage getroffen
werden. Dagegen bleibt anzumerken, daR die Zellen der Schweins-Affen trotz der rela-
tiv hohen inokulierten Titer von PERV/5° (1 x 10° TCIDs) keine produktiven Infektio-
nen der primédren Milz- und Nierenzellen aufwiesen, und die PBMCs der Tiere nicht
infizierbar waren.

Fur den Nachweis einer sich tatsachlich in der Kultur verbreitenden Infektion, wurden
die mit PERV/293 inokulierten priméren Pavian-Zellen Uber einen Zeitraum von 15
Tagen detailliert analysiert. Als MaR der Infektion wurde das Auftreten der proviralen
DNA im Wirtsgenom, sowie von RT-Aktivitat und viraler RNA im Kulturtiberstand
detektiert (Tabelle 3.3).

Tabelle 3.3: Verbreitung einer Infektion von PERV/293 in priméren Pavian-

Zellen. Die Infektion wurde durch das Auftreten von proviraler DNA im Wirtsgenom, sowie durch
Detektion von Gammaretroviren-spezifischer RT-Aktivitat und viraler RNA im Kulturiiberstand Uber
einen Zeitraum von 15 Tagen nach Inokulation mit PERV/293 bestimmt.

Tier Gewebe RT-Aktivitat [mU/ml]

6614 PBMCs 2806 32+25 0+£0,3 0+£0,3 9+0,3 11+£0,5
7341 PBMCs 2806 171 0+0,15 0+0,2 6,5+£0,6 9+23
1301 Niere 2806 2209 0+£0,7 0+£0,8 6+04 7+£0,7
Provirus ” - - + + + +
virale RNA’ + NG - - - +
Zeit-Skala Tag0~* Tag 3 Tag 6 Tag 9 Tag 12 Tag 15

# Provirale DNA wurde mittels nested-PCR und spezifisch Primern fir PERV pol detektiert.

§ Viruspartikel aus Uberstanden der infizierten Kulturen wurden mittels Ultrazentrifugation pelletiert und
in den pelletierten Partikeln virale RNA mittels RT-PCR detektiert.

* Tag der Inokulation. 5 x 10° Zielzellen in 10 ml Medium wurden durch Zugabe von weiteren 10 ml
PERV/293-enthaltendem Uberstand (1 x 10%* TCIDso/ml) inokuliert. Das Virus wurde von 1 x 107
293/PERYV Zellen innerhalb von 3 Tagen produziert. Die Standardabweichung ergibt sich aus Mes-
sungen von Triplikaten. NG: Nicht getestet
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Sechs Tage nach der Infektion konnte in allen Zellen PERV-provirale DNA nachgewie-
sen werden. Nach sechs weiteren Tagen waren in den Kulturliberstdnden signifikante
RT-Aktivitdten melbar, welche im Verlauf der folgenden 3 Tage noch weiter anstiegen.
Dall die gemessene RT-Aktivitat mit einer Neubildung viraler Partikel assoziiert war,
konnte an Tag 15 der Infektion durch Ultrazentrifugation der Uberstande und anschlie-
Render RT-PCR mit RNA aus den pelletierten Viren gezeigt werden. Diese Daten zeig-
ten deutlich, dal? es sich bei der beobachteten Infektion der Pavian-Zellen um eine echte
Neuinfektion handelte, welche sich in der Kultur durch Replikation auf den Pavian-
Zellen ausbreitete.
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3.1.3 Die Infektion von humanen Zellen

Fur die Evaluierung der Virussicherheit bei der Xenotransplantation ist die Suszeptibili-
tat humaner Zellen fiir eine Infektion mit PERV von grundlegender Bedeutung. Daher
wurden intensive Infektionsstudien mit humanem Zellmaterial durchgefuhrt, wobei ein
Schwerpunkt auf die Verwendung primarer humaner Zellen gelegt wurde (Tabelle 3.4).

Tabelle 3.4: Infektion von priméaren humanen Zellen und Zell-Linien in vitro. Alle
Zellen wurden mit PER/5° mit einem Titer von 1 x 10° TCIDs, zellfrei inokuliert. Die Detektion der
Infektion erfolgte 1 Woche nach Inokulation mittels PCR. Die RT-PCR erfolgte nach Isolation von vira-
ler RNA aus pelletierten Viruspartikeln des Uberstands der infizierten Kulturen. RT-Aktivitat wurde
mittels eines Gammaretroviren-spezifischem RT-Assay in den Uberstanden der Kulturen detektiert. Die
Standardabweichung ergibt sich aus Messungen von Triplikaten. NG: Nicht getestet.

Name Zell-Typ Detektion
PCR RT-PCR RT

293 Endothelzellen der Niere + + 530+ 12
C8166 T-Zellen + + 27+ 2
THP-1 Monozyten + + 19+ 2
WIL2.NS.6TG Milzzellen + + 37+ 5
PBMC PBMC + + 12+ 3
HCASMC Glatte Muskelzellen der Koronararterie + NG 0+0,2
HAEC Endothelzellen der Aorta + + 17+ 3
HPAEC Endothelzellen der Pulmonararterie + + 15+ 1
HUVEC Endothelzellen der Nabelschnur + + 18+ 2
HCTFC Fibroblasten des Bindegewebe + + 22+ 1

Alle Zelltypen wurden dazu mit einem Titer von 1 x 10° TCIDs, der PERV-A/C Re-
kombinanten PERV/5° zellfrei inokuliert. Bei allen verwendeten humanen Zellen konn-
te eine Woche nach der Inokulation eine Integration von PERV mittels PCR und PERV-
spezifischen Primern detektiert werden (Abbildung 3.8). Flr den Nachweis einer pro-
duktiven Infektion erfolgte die Messung von Gammaretroviren-spezifischer RT-
Aktivitat im Uberstand der jeweiligen Kulturen. AuBer in den Uberstanden der kulti-
vierten glatten Muskelzellen der humanen Koronararterie, konnten in allen Proben
signifikante Mengen an RT-Aktivitat detektiert werden (Tabelle 3.4), was auf eine Re-
plikation von PERV in den infizierten Zellen hinwies. Dabei ist erwéhnenswert, dal3 der
Uberstand der Nierenzell-Linie 293 mit Abstand die hdchste RT-Aktivitat aufwies.

M| 1 2 3 4 5) 6 7 8 9 |10 [11|M
PERV S BT ) B I B B S B R o T o B

PERV-pol

B-Actin

Abbildung 3.8: PCR mit DNA humaner Zellen zum Nachweis proviraler DNA der

pol-Region von PERV. 1) 293-DNA, 2) C8166-DNA; 3) THP-1-DNA; 4) WIL2.NS.6TG-DNA; 5)
PBMC-DNA; 6) HAEC-DNA; 7) HPAEC-DNA; 8) HUVEC-DNA; 9) HCTFC-DNA,; 10) 293/PERV-
DNA; M: 100 bp-Leiter
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Fur den Nachweis, daR die RT-Aktivitat in den Uberstanden der infizierten Zellen auch
mit intakten Viruspartikeln assoziiert ist, wurden diese aus den Uberstanden einiger
Zellkulturen durch Ultrazentrifugation pelletiert und aus den Viruspartikeln virale RNA
isoliert. Mittels RT-PCR konnte in allen getesteten Proben Bereiche des viralen PERV-
Genoms amplifiziert werden (Abbildung 3.9).

Abbildung 3.9: RT-PCR mit RNA von pel-
letiertem Virus aus dem Uberstand kulti- 12345678910
vierter humaner Zellen. RT-PCR mit RNA aus
Uberstinden von : PERV/5° (1); C8166 (2); THP-1 (3);
WIL2.NS.6TG (4); PBMC (5); HAEC (6); HPAEC (7); | RT-PCR
HUVEC (8); HCTFC (9). Zur Kontrolle der DNA-
abhéangigen Polymerase wurde sowohl in die RT-PCR
als auch in DNA-PCR DNA von 293/PERV-Zellen (10)
verwendet.

DNA-PCR

Zur Klarung der Frage, ob diese sezernierten Partikel auch Infektidsitéat besitzen, sollten
die freigesetzten Viren erneut auf uninfizierten Zellen gleichen Typs passagiert werden.
Da primére Zellen aufgrund ihrer limitierten Lebensdauer fur diese Experimente nicht
geeignet waren, wurde dabei ausschlieBlich auf die verwendeten Zell-Linien zuriickge-
griffen. Uberstande der PERV-infizierten lymphoiden Zell-Linien C8166 und
WIL2.NS.6TG mit RT-Aktivitdten von 10 bzw. 37 mU/ml (Tabelle 3.4) wurden dazu
auf uninfizierten Zellen des jeweils gleichen Zell-Typs zellfrei pasagiert.

Die Detektion proviraler DNA erfolgte in beiden Fallen 14 Tage nach der Inokulation
mittels PCR (Abbildungen 3.10. und 3.11). Flr beide Ansétze konnten weiterhin pro-
duktive Infektionen ermittelt werden, da in den Uberstinden der neu infizierten
C8166/11-Kulturen eine RT-AKktivitdt von 26 + 1 mU/ml, in den Uberstinden von
WIL2.NS.6TG/11-Kulturen sogar von 30 + 1,8 mU/ml detektiert wurden. Dies zeigte
neben der Suszeptibilitdt der humaner Immunzellen fur eine Infektionen auch deren
Fahigkeit, die Replikation von PERV zu unterstutzen.

Abbildung 3.10: Passagierung von C8166/1 C8166/11

PERV/C8166. Der Nachweis der Infektion M1 2 34 51|12 3 4 5M
erfolgte mittels PCR (iber Amplifikation von
Sequenzen aus PERV-gag (1); PERV-pol (2);
und PERV-env-A (3). Eine Amplifikation von
PERV-env-B Sequenzen erfolgte nicht (4), da
die Infektion mit einem PERV-A/C Subtyp
durchgefihrt wurde. Zur Kontrolle der DNA-
Qualitat diente die Amplifikation von pB-

Actin-Sequenzen (5). M: 100 bp-Leiter.
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Abbildung 3.11: Passagierung

von PERV/ WIL2.NS.6TG. Der
Nachweis proviraler DNA erfolgte mit- PERV
tels PCR und Primern spezifisch flr
PERV-pol. Zur Kontrolle der DNA-
Qualitat diente die Amplifikation von p-  |PERV-pol
Actin-Sequenzen. -: uninfizierte Zellen;
+: infizierte Zellen; M: 100 bp-Leiter.

WIL2.NS.6TG/I | WIL2.NS.6TG/II

B-Actin

Erwéhnenswert ist in diesem Zusammenhang, dal parallel zu den oben beschriebenen
Versuchen auch uninfizierte 293 Zellen jeweils mit PERV/C8166 und PERV/
WIL2.NS.6TG transfiziert wurden. Bei diesen 293 Zellen konnte unter Verwendung der
selben Nachweissysteme eine Infektion mit PERV bereits nach 1 Woche nachgewiesen
werden. Auch waren die gemessenen RT-Aktivitdten mit 380 mU/ml wesentlich hoher
als in den infizierten Immunzellen.

3.1.4 Adaptation von PERV an humane Zellen

Da sich die humane Nierenzell-Linie 293 im Verlauf der in vitro Experimente mit hu-
manen Zellen als eine besonders suszeptible Zell-Linie fir Infektionen mit PERV her-
ausgestellt hatte, sollte das Replikationspotential von PERVs auf dieser humanen Zell-
Linie detaillierter untersucht werden. In einen Immunoperoxidase-Assay wurde in
PERV/5°-infizerten 293 Zellen die Expression von PERV-Proteinen analysiert und mit-
tels eines spezifischen Serums gegen das Hullprotein p15E von PERYV visualisiert (Ab-
bildung 3.12 B). Deutlich sieht man, dal fast alle Zellen der gesamten Kultur das virale
Protein exprimierten, wogegen uninfizierte Kontrollzellen negativ blieben (Abbildung
3.12 A). Diese Daten konnte auch mit einem Serum verifiziert werden, welches gegen
das gesamte PERV-Virion generiert wurde (Kaninchen 6; Tabelle 2.9)

Auch in elektronenmikroskopischen Immuno-Gold-Féarbungen lieR sich die Proteinex-
pression von PERV in humanen 293 Zellen zeigen. Auch hier wurde fast jede Zelle von
dem Serum gegen das Hullprotein p15E von PERV erkannt. Die Spezifitat des Serums
gegen p15E konnte dabei deutlich durch die Lokalisation der Goldpartikel im Bereich
der Hullmembran der PERV-Virionen gezeigt werden (Abbildung 3.12 C).
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Abbildung 3.12: Immunologlscher Nachweis der Expressmn von pl5E in

PERV/5°-infizierten humanen 293 Zellen. IPA mit uninfizierten (A) und PERV/5°-infizierten
(B) 293 Zellen. Immuno-Gold-Farbung der PERV/5°-infizierten 293 Zellen (C). (Stephan et al., 2001).

Fur die Untersuchung, ob die gebildeten PERV-Proteine mit der Freisetzung von infek-
tiésen Virionen assoziiert sind, wurde, ahnlich den oben beschriebenen Passagierungen
von PERV auf humanen lymphoiden Zellen, das Virus auf den humanen Epithelzellen
der Nierenzell-Linie 293 passagiert. Dazu wurde PERV-NIH/3°, ein rekombiniertes
PERV-A/C mit PERV-A Tropismus (Abbildung 4.2), seriell auf uninfizierte 293 Zellen
Ubertragen (Abbildung 3.13A).

DT DT DT D

PERV- PERV/4° PERV/5°
NIH/3°

Y D D
PERV/ PERV/
293 293/1

Abbildung 3.13: Schematische Darstellung der serielle Passagierung von PERV

auf humanen 293 Zellen. Das aus infizierten 293 Zellen freigesetzte PERV-A/C (PERV-NIH/3°-
PERV/6°) (A), bzw PERV-A/PERV-B-Gemisch (PERV/293) (B) wurde im Verlauf der Passagierung
jeweils auf uninfizierte 293 Zellen transfiziert.

Nach der Isolation von genomischer DNA aus den Zellen der jeweiligen Passagen wur-
den die einzelnen Genombereiche der integrierten Proviren mittels PCR amplifiziert.
Bei der Auftrennung der PCR-Amplifikate im der Agarose-Gelelektrophorese fiel auf,
dal’ sich die Amplifikate der LTR-Regionen der einzelnen Passagen in ihrer Laufge-
schwindigkeit, und damit in ihrer Lange voneinander unterschieden (Abbildung 3.14).
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Abbildung 3.14: PCR-Amplifikation von LTR-
Regionen aus Proviren verschiedener Passagen von

PERV-A/C auf humanen 293 Zellen. Die unterschiedli-
che Laufgeschwindigkeit der Amplifikate deutete auf eine Verédn-
derung der LTR-L&nge im Verlauf der Passagierung hin. Die Ban-
de im Agarosegel reprasentierte nur die Hauptfraktion der in der
zelluldren DNA vorkommenden LTRs. Nach Klonierung und Se-
quenzierung aus genomischer DNA amplifizierter Proviren fanden
sich ebenfalls langere und kiirzere LTR-Amplifikate, welche sich im Gel oberhalb, bzw. unterhalb der
Hauptbande verteilten. Diese wurden allerdings wegen der limitierten Anzahl und der begrenzten Visuali-
sierung durch EtBr kaum bis gar nicht sichtbar.

Die Klonierung und Sequenzierung der LTR-Amplifikate der einzelnen Passagen zeig-
te, daB in der Nukleotidabfolge der jeweiligen LTRs Blocke direkter repetitiver Sequenz
(,,Repeats”) von je 37 Basenpaaren (bp) vorkamen, welche sich mit zunehmender Pass-
agierung multimerisierten (Abbildung 3.15). Datenbankanalysen zeigten, dal3 die Nu-
kleotidabfolge dieser Repeats auch in der LTR-Sequenz von PERV-Proviren aus porci-
nen Lymphozyten (z.B. PERV-MSL; MSL = ,,Mini-Swine Lymphocytes*) vorkommt.
Allerdings weisen alle bisher bekannten Sequenzen von PERV-LTRs aus Schweine-
lymphozyten das hier beschriebenen Repeat nur einmal auf (Abbildung 3.15).

LTR U3 R us
1 425 451 489 690
PERV-MSL - -
1 425 451 489 527 728
e IR
1 425 463 501 539 577 615 816

HEEEN

Identische Sequenzen. Bei PERV-MSL sind in diesem Bereich 8 verschiedene
Deletionen, welche mit | gekennzeichnet sind.

% Bereich von 50 bp, welcher von der sonst identischen Sequenz abweicht.

I Insertion von 9 bp.

- Sequenzfolge von 26 bp, welche nicht in der Sequenz von PERV/3° vorkommt.

- Sequenzfolge aus 37 bp, welche sich im Verlauf der Adaptation multimerisiert.

Abbildung 3.15: Schematische Darstellung der LTR-Region von PERV-MSL und

verschiedener Passagen von PERV auf humanen 293 Zellen. Eine gleiche Farbcodierung
entspricht einer identischen Sequenz. Die Schematische Darstellung beruht auf Homologievergleichen
von PERV/3° und PERV/5° zu PERV-MSL (AF 038600-EMBL). Vergleiche dazu Abbildung 3.17.
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Auffallend war weiterhin, daR es im Verlauf der Passagierung von PERV-A/C auf hu-
manen Zellen in héheren Passagen zu einer Deletion eines Sequenzblocks von 26 bp
kam (Abbildung 3.15).

Neben der Verlangerung der LTR-Regionen, zeigten die einzelnen Passagen von
PERV-A/C mit zunehmender Passagenzahl auch einen starken Anstieg in ihrem Virus-
titer (Abbildung 3.16 A). Diese Daten sprachen damit fiir eine Korrelation der geneti-
schen LTR-Verénderung und der Replikationsfahigkeit von PERV auf humanen 293
Zellen. Ahnliche Daten konnten auch nach der Passagierung von PERV/293 (Abbildung
3.13 B), einem Gemisch aus PERV-A und PERV-B, auf 293 Zellen gezeigt werden.
Auch hier kam es im Verlauf der Passagierung mit ansteigender Passagenzahl zu einem
Anstieg des Virustiters (Abbildung 3.16 B).

A) PFRV-A/C B) PERV-A/PERV-B
100000 )
100001 500 1
TC TC
D 10001 D 400
50/ | 50/ 300
mi 100 mi 200
107 100 -
1 0
PERV-  PERV/4° PERV/5° PERV/  PERV/  PERV/
NIH/3° 293 293/1 293/11

Abbildung 3.16: Schematische Darstellung der Virustiter verschiedener Passagen
von PERV-A/C (A) und eines PERV-A/PERV-B Gemisches (B) auf humanen 293

Zelle. Die jeweiligen Titer wurden mittels IPA erstellt und mit der TCIDs,-Software des NCBI ermittelt.
Die unter (A) dargestellte TCIDs,'ml ist logarithmisch aufgetragen.

Desweiteren konnten bei der seriellen Passagierung von PERV/293 ebenfalls eine
Verlangerungen der LTRs beobachtet werden. Durch die Klonierung und
Sequenzierung dieser LTRs konnten repetitive Elemente von 18 bp und 21 bp
identifiziert werden, welche sich im Verlauf der Passagierung verfielféltigt hatten. Faflit
man jeweils ein 18 bp und ein 21 bp Repeat zu einer Sequenzfolge von 39 bp
zusammen, so weist diese Sequenze hohe Homologie zu dem 37 bp Repeat aus PERV-
A/C auf (Abbildung 3.17 und 4.2). Allerdings kommt das 39 bp Repeat jeweils
anderdhalb-fach vor, d.h. auf jedes 39 bp Repeat (18 bp + 21 bp) folgt immer ein
weiteres 18 bp Repeat.
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PERV-A
PERV-B
PERV/3°
PERV/5°
PERV-MSL

PERV-A
PERV-B
PERV/3°
PERV/5°
PERV-MSL

PERV-A
PERV-B
PERV/3°
PERV/5°
PERV-MSL

PERV-A
PERV-B
PERV/3°
PERV/5°
PERV-MSL

PERV-A
PERV-B
PERV/3°
PERV/5°
PERV-MSL

PERV-A
PERV-B
PERV/3°
PERV/5°
PERV-MSL

PERV-A
PERV-B
PERV/3°
PERV/5°
PERV-MSL

PERV-A
PERV-B
PERV/3°
PERV/5°
PERV-MSL

PERV-A
PERV-B
PERV/3°
PERV/5°
PERV-MSL

60
TGAAAGGATGAAAATGCAACCTAACCCTCCCAGAACCCAGGAAGTTAATAAAAAGCTCTA
TGAAAGGATGAAAATGCAACCTAACCCTCCCAGAACCCAGGAAGTTAATAAAAAGCTCTA
TGAA-GGATGAAAATGCAACCTAACCCTCCCAGAACCCAGGAAGTTAATAAGAAGCTCTA
TGAAAGGATGAAAATGCAACCTAACCCTCCCAGAACCCAGGAAGTTAATAAGAAGCTCTA
TGAAAGGATGAAAATACAACCT ——————————————————— AAGCTAATGAGAAGCTTAA

120
AATGCCCCCGAATTCCAGACCCTGCTGGCTGCCAGTAAATAGGTAGAAGGTCACACTTCC
AATGCCCCCGAATTCCAGACCCTGCTGGCTGCCAGTAAATAGGTAGAAGGTCACACTTCC

AATGCCCTCGAATTCCAGACCCTGTTCCCT-——————— ATAGGTAAAAGATCATACTTTT
AATGCCCTCGAATTCCAGACCCTGTTCCCT-——————— ATAGGTAAAAGATCATACTTTT
AATTGTTCTGAATTCCAGAGTTTGTTCCTT-——————— ATAGGTAAAAGATTAGGTTTTT

180
TATTGTTC A — —m oo oo GGG
TATTGTTCCA— — — m m o o o GGG

TGCTGTTTTAGGGCTTGCTTTCTGCTCTGTACAAAACT TTGTGGAAGGGGAAAAACAGGC
TGCTGTTTTAGGGCTTGCTTTCTGCTCTGTACAAAACT TTGTGGAAGGGGAAAAACAGGC
TGCTGTTTTA=—————mmmmm oo AAA--TATGCGGAAGT---AAAATAGGC

CC-TGC-TATCCTGGCCTAAGTAAG= === === —— oo
CC-TGC-TATCCTGGCCTAAGTAAG-———— == — = ——m - mm oo
CCCTGAGTATGTGCCTCTATGCTTGAAACTTCTTGAAACTGCTCCTAACTGCTTGTTTGG
CCCTGAGTATGTGCCTCTATGCTTGAAACTTCTTGAAACTGCTCCTAACTGCTTGTTTGG
CC-TGAGTACATGTCTCTAGGCATGAAACTTCTTGAAACTA-————————————— TTTGA

300
——————————————————— ATAACAGGAAATG---AGTTGACTAATCGCTTATCTGGATT
——————————————————— ATAACAGGAAATG---AGTTGACTAATCGCTTATCTGGATT
CTTCTGTAAACCTGCTTGCATAAGATAAAAAGAGGAGGAG-TCAATTGCCTAACGGACCC
CTTCTGTAAACCTGCTTGCATAAGATAAAAAGAGGAGAAG-TCAATTGCCTAACGGACCC
G- ATAACAAGAAAAG-GGAGTTT-CTAACTGCTTGTTTAGCTT

360
CTGTAAAACTGACTGGCACCATAGAAGAATTGATTACACATTGACAGCCCTAGTGACCTA
CTGTAAAACTGACTGGCACCATAGAAGAATTGATTACACATTGACAGCCCTAGTGACCTA

CAGTAAGATCGGGTG-TACCACAAA-——————————— ATGTTGAAA---C————- ACATA
CAGTAAGATCGGGTG-TACCACAAA-——————————— ATGTTGAAA---C————- ACATA
CTGTAAAACTGGTTG-CGCCATAAAGATGTTG---AAATGTTGATA-—-C————- ACATA

420

TCTCAACTGCAATCTGTCACTCT-GCCCAGGAGCCCACGCTAGATGCGGACCTCCGGAGC
TCTCAACTGCAATCTGTCACTCT-GCCCAGGAGCCCACGC-AGATGCGGACCTCCGGAGC
TCTTGGTGACAACATGTCTCCCCCACCCCGAAACATGCGC-AAATGTGTAACTCTAAAAC
TCTTGGTGACAACATGTCTCCCCCACCCCGAAACATGCGC-AAATGTGTAACTCTAAAAC
TCTTGGTGACAACATGTCTCCCCCACCCCGAAACATGCGC-AAATGTGTAACTCTAAAAC

TATTTTAAAATGATTGGTCCACGGAGCGCGGGGCTCTCGA- === === === —————————
TATTTTAAAATGATTGGTCCACGGAGCGCGGG-CTCTCCA-——————=————————————
AATTT-AAATTAATTGGTCCACGAAGCGCGGG-CTCTCGAAGTTTTAAATTGACTGGTTT
AATTT-AAATTAATTGGTCCACGAAGCGCGGG-CTTTG-—=——=———=——————————

AATTT-AAATTAATTGGTCCACGAAGCGCGGG-CTCTCGAAGTTTTAAATTGACTGGTTT

540
-———[TATTTTAAAATGATTGGTCCACGGAGCGCGGGGCTCTCGATATTTTAAAATGATTG
-———[TATTTTAAAATGATTGGTCCACGGAGCGCGGG-CTCTCGATATTTTAAAATGATTG

GTAATATTTTGAAATGATTGGTTTGTAAAGCGCGGGCTTTG---——======—==—————
————[TATTTTGAAATGATTGGTTTGTAAAGCGCGGGCTTTG---TATTTTGAAATGATTG
GTGATATTTTGAAATGATTGGTTTGTAAAGCGCGGGCTTTG-————————==—=—————-
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PERV-A  [GTCCACGGAGCGCGGGGCTCTCGA === mmmmmmmmmmmmmmmmm o
PERV-B  [GTCCACGGAGCGCGGG-CTCTCGATATTTTAAAATGATTGGTCCACGGAGCGCGGGCTCT]

PERV/3°® o — oo
PERV/5°  [GTTTGTAAAGCGCGGGCTTTA---TATTTTGAAATGATTGGTTTGTAAAGCGCGGGCTTT]
PERV-MSL = —————— - — oo oo

660
PERV-A = —mmm oo TATTTTAAAATGATTGGT
PERV-B  [CGATATTTTAAAATGATTGGTCCACGGAGCGCGGGCTCTCGATATTTTAAAATGATTGGT
PERV/3°  —mm oo m oo mmm oo oo
PERV/5°  [G--[TATTTTGAAATGATTGGT T TGTAAAGCGCGGGCT TTG-—TATTTTGAAATGATTGGT]
PERV-MSL === —————m - m - m oo m e mm oo C

720

PERV-A TTGTGACGCACAGGCTTTGTTGTGTAACCCCINENINAGCTGTCCCGATTCCGCACTCGGG
PERV-B TTGTGACGCACAGGCTTTGTTGTG-AACCCCININNNAGCTGTCCCGATTCCGCACTCGGG

PERV/3°  —mmmmmmmmmmmmmom TTGTG-AACCCCIYFNNNAGCTGTCCCGACTCCACACTCGGG
PERV/5°  [TTGTAAAGCGCGGGCTTTGTTGTG-AACCCCINEYNNAGCTGTCCCGACTCCACACTCGGG
PERV-MSL ——————————————————— TTGTG-AACCCCIYENNYAGCTGTCCCGACTCCACACTCGGG

780

PERV-A GCCGC---AGTCCTCTACCCCTGCGTGGTGTACGACTGTGGGCCCCAGCGCGCTTGGAAT
PERV-B GCCGC---AGTCCTCTACCCCTGCGTGGTGTACGACTGTGGGCCCCAGCGCGCTTGGAAT
PERV/3° GCCGCCGCAGTCCTCTACCCCTGCGTGGTGTACGACTGTGGGCCCCAGCGCGCTTGGAAT
PERV/5° GCCGC---AGTCCTCTACCCCTGCGTGGTGTACGACTGTGGGCCCCAGCGCGCTTGGAAT
PERV-MSL GCCGC---AGTCCTCTACCCCTGCGTGGTGTACGACTGTGGGCCCCAGCGCGCTTGGAAT

840
PERV-A AAAAATCCTCTTGCTGTTTGCATCAAGACCGCTTCTTGTGAGTGATTT-GGGGTGTCGCC
PERV-B AAAAATCCTCTTGCTGTTTGCATCAAGACCGCTTCTCGTGAGTGATTT-GGGGTGTCGCC
PERV/3° AAAAATCCTCTTGCTGTTTGCATCAAGACCGCTTCTCGTGAGTGATTAAGGGGAGTCGCC
PERV/5° AAAAATCCTCTTGCTGTTTGCATCAAGACTGCTTCTCGTGAGTGATTAAGGGGAGTCGCC
PERV-MSL AAAAATCCTCTTGCTGTTTGCATCAAGACCGCTTCTCGTGAGTGATTAAGGGGAGTCGCC

889
PERV-A TCTTCCGAGCCCGGACGAGGGGGATTGTTCTTTTAC-TGGCCTTTCATT
PERV-B TCTTCCGAGCCCGGACGAGGGGGATTGTTCTTTTAC-TGGCCTTTCATT

PERV/3° TTTTCCGAGCCTGGAGG---—-—- TT---CTTTTTGCTAGTCTTACATT
PERV/5° TTTTCCGAGCCTGGAGG-—---—- TT---CTTTTTGCTAGTCTTACATT
PERV-MSL TTTTCCGAGCCTGGAGG-----—- TT-—-CTTTTTGCTGGTCTTACATT

Abbildung 3.17: Sequenzvergleich der LTR-Regionen von PERV-A, PERV-B,

PERV/3°, PERV/5° und PERV-MSL (PERV-C). Die LTR-Bereiche sind unterteilt in die
U3-Region (schwarze Schrift), die R-Region (griine Schrift) und die U5-Region (blaue Schrift). Repe-
tetive Sequenzen sind entsprechend der Farben in Abbildung 3.15 umrahmt. Die vermutete TATA-Box
ist m unterlegt. Deletionen sind durch — gekennzeichnet. Die Sequenzvergleiche wurden gegentiber
der Sequenz von PERV-MSL (AF038600-EMBL) mit der Software DNAstar MegAlign durchgefiihrt.
Nukleotide, welche sich gegeniiber dieser Sequenz unterscheiden sind rot gekennzeichnet. Nukleotide,
welche nur in den Sequenzen von PERV-A und PERV-B vorkommen sind hinzukommend blau gekenn-
zeichnet.

Diese Homologievergleiche zeigten weiter, dal} die Passagen PERV/3° und PERV/5°,
abgesehen von der Anzahl der vorkommenden Repeats, untereinander eine fast identi-
sche Nukleotidsequenz in dem untersuchten LTR-Bereich aufwiesen. Selbst unter Ein-
beziehung der repetitiven Sequenzen zeigten beide Proviren noch eine Homologie von
88,3% (Abbildung 3.18 A). Weiterhin wurde deutlich, dal3 diese beiden PERV-A/C
Rekombinanten in ihren LTRs eine wesentlich hohere Homologie zu der LTR-Sequenz
von PERV-MSL (84,8% bzw. 73,8%) als zu den LTRs von PERV-A (63,5% bzw.
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60,8%) oder PERV-B (56,0% bzw. 66,1%) aufwiesen (Abbildung 3.18 A). Diese Daten
lie3en sich weiterhin durch die Erstellung eines phylogenetischen Stammbaums stiitzen,
welcher deutlich zeigte, dall PERV/3° und PERV/5° im Bereich der LTR-Region eine
héhere Verwandtschaft mit PERV-MSL, und damit zu PERV-C besitzen. Dagegen bil-
den PERV-A und PERV-B einen eigenen Ast des Stammbaums, und sind demzufolge
gegenuber PERV-C wesentlich divergenter als PERV-A/C (Abbildung 3.18 B).

A) PERV-A PERV-B PERV-MSL PERV/3°> PERV/5°
PERV-A 100 91,9 61,1 63,5 60,8
PERV-B 91,9 100 53,6 56,0 66,1
PERV-MSL 61,1 53,6 100 84,8 73,8
PERV/3° 63,5 56,0 84,8 100 88,3
PERV/5° 60,8 66,1 73,8 88,3 100

B) PERV/3°

PERV/5°

PERV-MSL

PERV-A

PERV-B

Abbildung 3.18: Phylogenetische Analyse von PERV-A, PERV-B, PERV-C und

PERV-A/C. Prozentuale Identitit der Nukleotid-Sequenz in der LTR-Region von PERV-A, PERV-B,
PERV-MSL (PERV-C), PERV/3° und PERV/5°(A). Die zum Teil grol3e Divergenz der Sequenzen unter-
einander, beruht unter anderem auf dem Vorkommen verschieden vieler repetitiver Sequenzbldcke in den
jeweiligen LTRs. Trotzdem bleibt klar erkenntlich, da? PERV/3° und PERV/5° phylogenetisch naher mit
PERV-MSL verwandt sind, als mit PERV-A oder PERV-B (B).

Da die beobachteten Titeranstiege im Verlauf der Passagierung von PERV-A/C auf hu-
manen Zellen auch durch eventuelle Veranderungen im Bereich der Oberflachen-
Proteine des Virus bedingt sein konnten, wurde der provirale Sequenzbereich des gp70
(SU) von PERV/5° und PERV/3° mittels PCR amplifiziert und kloniert. Ein Homolo-
gievergleich der Aminosauresequenzen zeigte, dal? beide Passagen untereinander eine
fast identische Sequenz aufwiesen (Abbildung 3.19). Die Passagierung auf humanen
Zellen hatte also keine genetische Modifikation im Bereich von SU zur Folge, so dal3
die gesteigerte Replikation von PERV-A/C auf die Veranderungen in der LTR zurlck-
geflihrt werden konnten. Weiterhin wurde nochmals deutlich, da PERV-A/C in der SU
Region eine 100%ige Homologie mit der Aminoséuresequenz von PERV-A aufwies,
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und demzufolge der beobachtete identische Wirtstropismus auch auf molekularer Ebene
bestatigt werden konnte (Abbildung 3.19). Dagegen unterschied sich die SU Region von
PERV-C deutlich in ihrer Sequenz von den SU-Regionen von PERV-/3°, PERV/5° und
PERV-A.

60
PERV/5° MHPTLSRRHLPIRGGKPKRLKIPLSFASIAWFLTLSITPQVNGKRLVDSPNSHKPLSLTW
PERV/3° MHPTLSRRHLPIRGGKPKRLKIPLSFASIAWFLTLSITPQVNGKRLVDSPNSHKPLSLTW
PERV-A MHPTLSRRHLPIRGGKPKRLKIPLSFASIAWFLTLSITPQVNGKRLVYDSPNSHKPLSLTW
PERV-C MHPTLNRRHLP IRGGKPKRLKIPLSFASIAWFLTLSITSQTNGMRIGDSLNSHKPLSLTW
120
PERV/5° LLTDSGTGININSTQGEAPLGTWWPELYVCLRSVIPGLNDQATPPDVLRAYGFYVCPGPP
PERV/3° LLTDSGTGININSTQGEAPLGTWWPELYVCLRSVIPGLNDQATPPDVLRAYGFYVCPGPP
PERV-A LLTDSGTGININSTQGEAPLGTWWPELYVCLRSVIPGLNDQATPPDVLRAYGFYVCPGPP
PERV-C LITDSGTGININNTQGEAPLGTWWPDLYVCLRSVIPSLTS---PPDILHAHGFYVCPGPP
180
PERV/5° NNEEYCGNPQDFFCKQWSCVTSNDGNWKWPVSQQDRVSYSFVNNPTSYNQFNYGHGRWKD
PERV/3° NNEEYCGNPQDFFCKQWSCVTSNDGNWKWPVSQQDRVSYSFVNNPTSYNQFNYGHGRWKD
PERV-A NNEEYCGNPQDFFCKQWSC I TSNDGNWKWPVSQQDRVSYSFVNNPTSYNQFNYGHGRWKD
PERV-C NNGKHCGNPRDFFCKQWNCVTSNDGYWKWPTSQQDRVSFSYVNTYTSSGQFNY ——————-
240
PERV/5° WQQRVQKDVRNKQISCHSLDLDYLKISFTEKGKQENIQKWVNGMSWG IVYYGGSGRKKGS
PERV/3° WQQRVQKDVRNKQISCHSLDLDYLKISFTEKGKQEN IQKWVNGMSWG IVYYRGSGRKKGS
PERV-A WQQRVQKDVRNKQISCHSLDLDYLKISFTEKGKQEN IQKWVNGISWGIVYYGGSGRKKGS
PERV-C --———- LTWIRTGSPKCSPSDLDYLKISFTEKGKQEN I LKWWNGMSWGMVYYGGSGKQPGS
300
PERV/5° VLTIRLRIETQMEPPVAIGPNKGLAEQGPP IQEQRPSPNPSDYNTTSGSVPTEPNITIKT
PERV/3° VLTIRLRIETQMEPPVAIGPNKGLAEQGPP IQEQRPSPNPSDYNTTSGSVPTEPNITIKT
PERV-A VLTIRLRIETQMEPPVAIGPNKGLAEQGPP IQEQRPSPNPSDYNTTSGSVPTEPNITIKT
PERV-C ILTIRLKIN-QLEPPMAIGPNTVLTGQRPPTQ----GPGPS-SNITSGSDPTESSSTTKM
360
PERV/5° GAKLFNL IQGAFQALNSTTPEATSSCWLCLASGPPYYEGMARGGKFNVTKEHRDQCTWGS
PERV/3° GAKLFNLIQGAFQALNSTTPEATSSCWLCLASGPPYYEGMARGGKFNVTKEHRDQCTWGS
PERV-A GAKLFSLIQGAFQALNSTTPEATSSCWLCLASGPPYYEGMARGGKFNVTKEHRDQCTWGS
PERV-C GAKLFSLIQGAFQALNSTTPEATSSCWLCLASGPPYYEGMARRGKFNVTKEHRDQCTWGS
420
PERV/5° QNKLTLTEVSGKGTCIGMVPPSHQHLCNHTEAFNRTSESQYLVPGYDRWWACNTELTPCV
PERV/3° QNKLTLTEVSGKGTCIGMVPPSHQHLCNHTEAFNRTSESQYLVPGYDRWWACNTGLTPCV
PERV-A QNKLTLTEVSGKGTCIGMVPPSHQHLCNHTEAFNRTSESQYLVPGYDRWWACNTGLTPCV
PERV-C QNKLTLTEVSGKGTCIGKVPPSHQHLCNHTEAFNQTSESQYLVPGYDRWWACNTGLTPCV
462
PERV/5° STLVENQTKDFCVMVQIVPRVYYYPEKAVLDEYDYRYNRPKR
PERV/3° STLVFNQTKDFCVMVQIVPRVYYYPEKAVLDEYDYRYNRPKR
PERV-A STLVFNQTKDFCVMVQIVPRVYYYPEKAVLDEYDYRYNRPKR
PERV-C STLVFNQTKDFCIMVQIVPRVYYYPEKAILDEYDYRNHRPKR

Abbildung 3.19: Vergleich der Aminosauresequenz von PERV/5° und PERV/3° in

der SU-Region (AA 1-462) von Env. Zum Vergleich wurden Sequenzen der gleichen Region
von PERV-A und PERV-C herangezogen. Die Sequenzanalyse zeigte deutlich, dak, PERV/3° und
PERV/5° Uber den gesamten SU-Bereich eine fast identische Aminosauresequenz zu PERV-A aufwiesen.
Weiterhin wurde deutlich, daB auBer einem R-G Austausch (Position 232), im Verlauf der Passagierung
von PERV/3° bis zu PERV/5° keine weiteren Verdnderungen im Bereich der SU-Region aufgetreten
waren.
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Da die Regulation der Replikation von PERV auf die Struktur der LTR-Region zuriick-
zufuhren war, wurde dieser Sequenzbereich intensiv auf potentielle Transkriptionsfak-
torbindungsstellen (TFB) untersucht. Mittels der Analyse-Software Matlnspector (Ge-
nomatix, Minchen) konnten Uber den gesamten Sequenzbereich eine Vielzahl von
TFBs identifiziert werden (Abbildung 3.20), wobei im Folgenden nur kurz auf diese
eingegangen werden soll: Im Bereich der U3-Region konnten zwei Bindungsstellen fur
den nuklearen Faktor AT (NF-AT) identifizierte werden, welcher als Transkriptionsfak-
tor (TF) fur die Regulation der Zytokinexpression in aktivierten T-Zellen fungiert (Ma-
suda et al., 1995). Des weiteren wurde eine Bindungsstelle fiir den ubiquitdr vorkom-
menden TF Oct-1 (auch NF-IIl, OTF-1 oder OBP-100) gefunden, welcher besonders
stark in embryonalen Zellen gebildet wird (In diesem Zusammenhang ist erwéhnens-
wert, dal} es sich bei 293 Zellen um eine embryonale Nierenzell-Linie handelt). Dieser
zelluldre TF dient als eine Art essentieller ,,Ko-Faktor* bei der Transkription vieler Vi-
ren und komplexiert dabei mit den jeweiligen viralen Transaktivatoren (z. B. mit VP16
beim humanen Herpes-Simplex Virus (HSV, Spector et al., 1991), mit Tax-1 beim hu-
manen T-Zell-Leukemie-Virus (HTLV, Shibuya und Taniguchi, 1989), mit HNF-1
beim Hepatitis-B Virus (HBV, Zhou und Yen, 1991)). Fur den TF Ets-1 wurde jeweils
eine Bindungsstelle in der U3- und der U5-Region der LTR identifiziert. Ets-1 ist ein
zelluldrer TF, welcher meist in Kombination mit AP-1 (siehe unten) fungiert und essen-
tiell fur die Replikation der avidren Erythroblastose Viren (AEV) und der Adenoviren
ist (Knippers, 1995). AulRerdem induziert Ets-1 eine intensive Steigerung der Replikati-
on des Molony Murinen Sarkom Virus (MSV) durch Bindung an dessen LTR-Region
(Gunther et al., 1990). Weiterhin befinden sich zwei Bindungsstellen flr den Erythrozy-
ten-spezifischen TF GATA-1 und drei Bindungsstellen fur den viralen TF v-Myb in der
U3-Region. Letztere kann aber auch von dem humanen TF c-Myb gebunden werden,
welcher z. B. durch Interaktion mit VP16 eine starke Erhdhung der Transkription von
HSV-Genen induziert (Ibanez und Lipsick, 1990) Weiterhin bindet Myb als Transakti-
vator in der LTR des Humanen Immundefizienz Virus (HIV). Fir den TF HFH-3 (auch
HNF-3 = Hepatocyte Nuclear Factor-3) konnte eine Bindungsstelle in der U3-Region
und eine in der R-Region gefunden werden. Dieser TF wird besonders in embryonalen,
aber auch in adulten Nierenzellen expremiert und dient als Aktivator fur die Transkrip-
tion weiterer Transkriptionsfaktoren (Overdier et al., 1997). Weiterhin wurde eine Bin-
dungsstelle fur den nuklearen Faktor 1 (NF-1, auch CTF = CCAAT-Box-bindender TF)
identifiziert, fir welchen ebenfalls die Bindung in der LTR-Region von Adenoviren
(Gronostajski et al., 1984), des humanen Polyomavirus JC (JCV, Amemiya et al., 1989),
von HCV (Ghazal et al., 1987) und HBV (Ben-Levy et al., 1989) gezeigt werden konn-
te. Offensichtlich fiihrt die Bindung von NF-1 dabei zu einer Stabilisierung des
Transkriptionskomplexes und verhindert damit den Abbruch der mRNA-Synthese. In
der U3-, sowie der U5-Region wurden je eine Bindungsstelle fur das Aktivator Protein
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1 (AP-1, auch PEA-1) identifiziert, welches in groRen Mengen in embryonalen Zellen
vorkommt und insbesondere flr die Induktion der zellularen Proliferation eine grof3e
Rolle spielt.

TGAAAGGATG_AAAINIESAAC CTAACCCTCC CAGAACCCIIEAAGTTAATA 50

AGAAGCTCTA AATGCCCTCG AATTCCAGAC CCTGTTCCCT ATAGGTAAAA 100
GATICATACTT TTTGCTGTTT TAGGGCTTGC TTTCTGCTCT GTACAAAACT 150
TTCTHINAGG GGAAAINYUAG GCCCCTGAGT ATGTGCCTCT ATGCTTGAAA 200
CTTCTTEANY CTGCTCCTYMISRIGCTTGTTIIGEE T TCTGTA AACCTGCTTG 250
CATAAGATAA AAAGAGGAGA AGTCAATTGC CTIJRSEGACC CCAGTAAGAT 300
CGGGTGTACC ACAAAATGTT [E¥NACACATA TCTTGGTGAC AACATGTCTC 350
CCCCACCCCG AAACATGCGC AAATGTGTAA CTCTAAAACA ATTTAAATTA 400
BIIBE TCCAC GAAGCGCGGG CTTTGTATTT THNNATC) 450

[GCGCGGGCTT TOTATTT TS TGRIIBET TTGTAAAGCG CGGGCTTTAT] 500
ATTTTOMYAT CEBETTTGC TAAAGCGCGG GCTTTGITATT TTENIATGHEN 550
MBBTTTGTAA AGCGCGGGCT TTGTATTT TEAATG TTTGTAAAGC] 600
TTGTGAACCC CIRFMAAGCT GTCCCGACTC CACACTCGGG 650
GCCGCAGTCC TICTACCCCTG CGTGGTGTAC GACTGTGGGC CCCAGCGCGC| 700
TGO TCCTCTTG CRGRNTGCAT CAAGACTGCT TCTCORIRG 750

[INITAAGGGG AGTCGCCTTT TCCGAGCCISEAGGTTCTTT TTGCTAGTCT] 800

TACATT] 806

U3-Region 1-661 (schwarz); R-Region 662-733 (griin); U5-Region 734-806 (blau)

|:| Bindestelle fir NF-AT . Bindestelle fiir CEBPB |:| Bindestelle fur AP-1 FJ
. Bindestelle fiir Oct-1 . Bindestelle fiir v-Myb . Bindestelle fir NF-Y

. Bindestelle fur Ets-1 |:| Bindestelle fur HFH-3 . Bindestelle fur AP-1C
[ ] Bindestelle fur GATA [ Bindestelle fiir NF-1 . TATA-Box und Poly-

Adenylierungs-Signal

Abbildung 3.20: Analyse der LTR von PERV/5° auf potentielle Transkriptions-

faktorbindestellen. Die jeweiligen cis-Elemente wurden mittels der TRANSFAC-Datenbank ermit-
telt. Erlauterungen siehe Text.

Daruiber hinaus wurden Bindungsstellen fir AP-1 in den regulativen Sequenzen des
Polyomavirus Py (Kryszke et al., 1987) und des simianen Virus 40 (SV 40, Piette und
Yaniv, 1987) gefunden. Neben den bisher genannten TFBs waren die potentiellen Bin-
dungsstellen fir Transkriptionsfaktoren innerhalb der repetitiven Sequenzbereiche von
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besonderem Interesse, da diese sich ebenfalls im Verlauf der Passagierung multimeri-
sierten. Die moglicherweise daraus resultierte vermehrte Bindung von Transkriptions-
faktoren in dieser Region konnte damit flr die gesteigerte PERV-Replikation verant-
wortlich gewesen sein.

Fur den TF CEBPB (auch NFIL-6) wurden im Bereich der U3-Region 3 TFBs, sowie
innerhalb jeden Repeats je eine TFB identifiziert. Damit existieren 8 TFBs flr den TF
CEBPB in der gesamten LTR von PERV/5°. CEBPB ist ein ubiquitar vorkommender
Transaktivator vieler Interleukin-Gene, dessen Bildung im Rahmen der inflamatori-
schen Antwort oder bei viralen Infektionen stark erhoht wird. Dabei bindet CEBPB
vorwiegend an die Promotoren der Gene, welche fur die Interleukine (IL) IL-6 und IL-8
kodieren (Matsusaka et al., 1993). Das von T-Helferzellen gebildete IL-6 dient unter
anderem der Stimulation von B-Zellen zur Proliferation und regt diese zur Differentie-
rung zu Antikorper-bildenden Plasmazellen an. Das Chemokin IL-8 wird von Monozy-
ten und Makrophagen, aber auch von Fibroblasten und Keratinozyten sezerniert, und
dient zur Aktivierung naiver T-Zellen und Neutrophilen. Weiterhin leitet es die Leuko-
zyten Uber einen Konzentrationsgradienten zum Ort der Infektion (Janeway und Tra-
vers, 1997).

Des weiteren liel} sich in der U3-Region unmittelbar vor Beginn der Repeats, sowie in
jedem der vorkommenden repetitiven Sequenzmotive je eine Bindungsstelle fir den
ubiquitar vorkommenden nuklearen Faktor Y (NF-Y, auch CBF) identifizieren. Insge-
samt kam damit diese Bindungsstelle sechs mal in dem LTR-Bereich des untersuchten
PERV/5° vor. Die wichtigste Rolle spielt NF-Y bei der Aktivierung von Genen der
Haupthistokompatibilitdtskomplexe 11 (MHC I1; Mach et al., 1996), deren Transkription
er in Kooperation mit anderen TF reguliert. Weiterhin wird NF-Y auch bei zellularem
Strel3, wie z. B. bei einer viralen Infektion, vermehrt von der Zelle gebildet, und dient
der Aktivierung von CHOP (= CCAAT/Enhancer Binding Protein (C/EBP)-homologes
Protein), welches durch seine Bindung an die CCAAT-Boxen verschiedener Gene
vermutlich flr einen Arrest des Zell-Zyklus und eventuell fiir die Induktion der Apopto-
se sorgt (Ubeda und Habener, 2000). Neben der Aktivierung der Gene fur IL-6, IL-8
und des Chemokin-Rezeptors CCR5 binden CHOP und C/EBP an die cis-standigen
C/EBP-Bindungsstellen im Promotor-Bereich vieler weiterer Gene. Bemerkenswert ist,
dal? die gleiche Bindungsstelle ebenfalls von dem Transaktivator CEBPB (siehe oben)
erkannt und gebunden wird. Die Bindung dieser TFs an die entsprechenden C/EBP-
Bindungsstellen in viralen LTRs ist essentiell fir die Replikation vieler Retroviren, wie
z. B. HIV (Henderson et al., 1995; 1996), dem felinen Immundefizienz-Virus (FIV,
Kawaguchi et al., 1995), dem Rous Sarkom Virus (Sears und Sealy, 1994) oder dem
murinen Leukemie Virus (MuLV, Hummell et al., 1993). Ein solches Motiv konnte
allerdings in der LTR von PERV/5° nicht identifiziert werden.
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3.2 Das Wirtsspektrum von PERV in vivo

In der Literatur veroffentlichte Daten, sowie die bisherigen Ergebnisse dieser Arbeit
zeigten, dal die Zellen einer Vielzahl von Spezies mit PERV in vitro infizierbar sind.
Allerdings blieb bislang ungeklart, ob die Suszeptibilitdt von Zellen in vitro auch mit
einer Suszeptibilitat der jeweiligen Spezies in vivo korrelieren wirde. Fir die Evaluie-
rung der Virussicherheit bei der Xenotransplantation standen zur Zeit dieser Arbeit we-
nige Daten aus humanen Xenotransplantationen zur Verfligung, so daB es daher uner-
laklich war, eine potentielle Transmission von PERV in Tiermodellen zu untersuchen.
Auch wenn die Ubertragung von Ergebnissen aus Tiermodellen in ihrer Aussagekraft
auf ein humanes System limitiert ist, stellt diese Art der Untersuchung die einzige Mog-
lichkeit dar, alle nur in vivo auftretenden Faktoren mit in die Evaluierung einzubezie-
hen.

3.2.1 Inokulation von Kleintieren

Der Aufbau von Kleintiermodellen ist aus Tier-ethischen und —rechtlichen, sowie auch
aus praktischen Griinden der beste Weg, entsprechend aussagekraftige in vivo-Daten zu
erhalten. Da in vitro-Studien dieser und anderer Arbeitsgruppen zeigten, dal Zellen von
Ratten (Takeuchi et al., 1997; Denner et al., 2002a), von Meerschweinchen (Onions et
al., personliche Mitteilung) und von Nerzen (diese Arbeit; Specke et al., 2001c) suszep-
tibel fir Infektionen mit PERVs sind, wurden diese Ergebnisse als Grundlage flr den
Aufbau verschiedener Kleintiermodelle genutzt.

Da allerdings bis zu diesem Zeitpunkt noch keinerlei Daten Uber die Inokulation von
Tieren mit PERVs existierten, wurde insbesondere bei dem Aufbau der Kleintiermodel-
le verschiedene Ansatze im Hinblick auf den applizierten Virustyp (PERV-A, PERV-B,
PERV-A/C, PERV/Mv1Lu), die Applikationsform der Viren (zellfrei, zellassoziiert),
die Applikationsart der Viren (i.p., i.m., i.v.), sowie die Spezies (Ratte, Meerschwein-
chen, Nerz) und den Immunzustand der Tiere (naiv oder immunsupprimiert) unternom-
men (Tabellen 3.5 und 3.6). Fir die Inokulation der Ratten und Meerschweinchen wur-
den PERVs verwendet, welche einerseits von der porcinen Zell-Linie PK-15, anderer-
seits von der humanen Zell-Linie 293 produziert wurden. Zur Simulation der Situation
einer klinischen Xenotransplantation wurden neben naiven adulten Ratten und Meer-
schweinchen auch Ratten inokuliert, welche durch Applikation von Cs-A oder/und CVF
immunsupprimiert waren. Auch wurden neugeborene Ratten, die durch ein noch nicht
vollstandig ausgebildeten Immunsystem charakterisiert sind, inokuliert. Vier Wochen
nach Inokulation und alle weiteren 4 Wochen, wurden die Tiere mittels Western Blot-
Analyse auf Bildung von Antikérpern gegen PERV, sowie mittels PCR auf Integration
proviraler DNA in das Genom von Blutzellen untersucht. Zusétzlich wurde an diesen
Zeitpunkten je ein Tier jeder Gruppe euthanasiert und diesem Tier durch Sektion Milz,
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Nieren und Lymphknoten entnommen. Die DNA dieser Organe wurde ebenfalls mittels
PCR auf provirale DNA von PERV untersucht. Zu keinem Zeitpunkt der Untersuchung
zeigten die Tiere Hinweise auf eine Infektion mit PERV.

Tabelle 3.5: Ubersicht der Infektionsversuche mit Ratten und Meerschweinchen:
Den Tiere wurden drei Monate lang alle 4 Wochen nach der Inokulation des Virus Blut entnommen,
welches mittels PCR (Blut) auf Infektion mit PERV untersucht wurde. Gleichzeitig wurde das Serum der
Tiere mittels WB-Analyse auf Bildung von Antikdrpern gegen PERV untersucht. Nach Euthanasie der
Tiere wurden Milz, Nieren und Lymphknoten, mittels PCR (Organe) auf PERV-provirale DNA unter-
sucht.
Spezies Gruppe IS Appliziertes Virus PERV-Detektion
Cs-A  CVF WB PCR PCR
(Blut) (Organe)

Ratte 1 - - PERV/PK-15 §* - - -
2 - - PERV/293 §* - - -
3 - - - - - -
4 + - PERV/PK-15 #* - - -
5 + - PERV/293 #* - - -
6 + - - - - -
7 - - - - - -
8% - - PERV/PK-15f - - -
9% - - PERV-NIH/3° t - - -
10 + + PERV/PK-15% - - -
11 + + PERV-NIH/3° t - - -
12 + + - - - -
13 - - - - - -
Meerschweinchen 1 - PERV/PK-15 §* - - -
2 - PERV/293 §* - - -
3 - - - - -

8 Die Applikation des zellfreien Virus erfolgte i.m. und i.p.; # Die Applikation des zellfreien Virus er-
folgte i.v. und i.m.; T Die Applikation des zellfreien Virus erfolgte nur i.p.; + Die Applikation des zell-
freien Virus erfolgte nur i.v.; Die mit * gekennzeichneten Gruppen erhielten 4 Wochen nach der zellfreien
Inokulation eine weitere i.p. Applikation von 5 x 10’ PERV-produzierende PK-15 oder 293 Zellen. Die
mit $ gekennzeichneten Gruppen waren Jungtiere, welche am Tag ihrer Geburt mit PERV inokuliert
wurden. IS: Immunsuppression; Cs-A: Cyclosporin-A; CVF: Cobra Venom Factor; WB: Western Blot-
Analyse

Allerdings wirde es sich bei einer klinischen Xenotransplantation um die Transplantati-
on porciner Zellen, Gewebe oder Organe handeln, wobei in erster Linie Viren zellasso-
ziiert Ubertragen wirden. Um auch eine potentielle Transmission von PERVs via Zell-
Zell-Kontakt zu simulieren, wurden Ratten der Gruppen 1, 2, 4 und 5, sowie Meer-
schweinchen der Gruppen 1 und 2 zusétzlich mit PERV-produzierenden PK-15 bzw.
293 Zellen inokuliert. Keines der inokulierten Tiere zeigte in regelmaRigen Analysen
wéhrend eines Zeitraums von 12 Wochen eine Antikorperreaktion gegen PERV oder
eine Integration proviraler DNA in Blutzellen oder in Zellen verschiedener Organe (Ta-
belle 3.5 und Abbildung 3.21).
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Spezies Ratte MS

Gruppe 1|2 |3|4|5|6|7|8|9|10|11|12|1|2]|3
Immunsuppression |[M [P | - | - | - |+ |+ |+ |- |$[$|+|+|+]|-]|-]|-|W|[M
zellfreie Appl. + |+ |-+ +|-|-|+|F+|+]|+]|-|+]|+]-

Appl. von Zellen + |+ |-+ |+|-|-|-|-]-|-]|-]|+|+]-

PERV-pol

Ratten B-Actin

Humanes B-Actin

Abbildung 3.21: Nested-PCR mit DNA aus Blut von PERV-inokulierten Ratten

und Meerschweinchen. Die Gruppennummern entsprechen den Angaben in Tabelle 3.5, aus wel-
cher weitere Informationen zu den jeweiligen Gruppen zu entnehmen sind. Die Isolation der DNA erfolg-
te 12 Wochen nach der ersten zellfreien Inokulation mit PERV, bzw. bei einigen Tieren 4 Wochen nach
der zusatzlichen Inokulation mit PERV-produzierenden Zellen. Die mit $ gekennzeichneten Gruppen
enthielten Jungtiere, welche am Tag ihrer Geburt inokuliert wurden. Fir weitere Informationen siehe
Text. MS: Meerschweinchen; M: 100 bp Marker; P: 293/5° DNA als positiv Kontrolle der PCR; W:
Wasserkontrolle der PCR;

Fur die Inokulation der Nerze wurde PERV/Mv1Lu verwendet, welches von der pro-
duktiv infizierten Nerzzell-Linie Mv1Lu produziert wurde (siehe 3.1.1.1). Da Retrovi-
ren bei ihrer Knospung Membranproteine der Wirtszelle in ihre Hillmembran inkorpo-
rieren, bestand die Vermutung, dal die von der persistent mit PERV/293 infizierten
Nerzzell-Linie Mv1Lu produzierten PERV/Mv1Lu-Partikel an die Spezies Nerz adap-
tiert seien. Unter diesen Voraussetzungen wiirde PERV/Mv1Lu vom Immunsystem der
Nerz wesentlich weniger als ,,fremd* erkannt werden als PERV-Partikel aus porcinen
oder humanen Zellen.

Sequenzanalysen klonierter LTR-Regionen von PERV/Mv1Lu konnten zeigen, dal} es
im Verlauf der seriellen Passagierung des Virus (siehe 3.1.1.1) zu einer Duplizierung
von repetitiven Sequenzmotiven kam (Abbildung 3.22). Ahnliches konnte bei der Adap-
tation von PERV an humane Zellen beobachtet werden (siehe 3.1.4), und stiitzte daher
die Vermutung der Adaptation von PERV/Mv1Lu an Zellen der Spezies Nerz in vitro.
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304 354
PERV/293 CTCCGGAGCTATTTTAAAATGATTGGTICCACGGAGCGCGGGCTCTCGATA
PERV/Mv1Lul  CTCCGGAGOTATTTTAAAATGATTGGTICCACGGAGCGCGGGCTCTCGATA
PERV/Mv1Lull CTCCGGAGOTATTTTAAAATGATTGGTICCACGGAGCGCGGGCTCTCGATA

355 404
PERV/293 TTTTAAAATGATTGGTCCATGGAGCGCGGGCTCTCGATATTTTAAAATGA
PERV/Mv1Lul [TTTTAAAATGATTGGTCCACGGAGCGCGGGCTCTCGATATTTTAAAATGA
PERV/Mv1Lull [TTTTAAAATGATTGGTCCACGGAGCGCGGGCTCTCGATATTTTAAAATGA

405 454
PERV/293 € TTGTGA
PERV/MVILUI  [TTGGT—= === === == mmmmmmmmm oo mmmmmmm oo TTGTGA
PERV/MvILull [TTGGTCCACGGAGCGCGGGCTCTCGATATTTTAAAATGATTGGTITTGTGA
455 484
PERV/293 CGCACAGGCTTTGTTGTGAACCCCINIYYY:
PERV/Mv1Lul  CGCACAGGCTTTGTTGTGAACCCCIYYIV:
PERV/MvILull CGCACAGGCTTTGTTGTGAACCCCIYENYY:

Abbildung 3.22: Sequenzvergleich der LTR-Regionen von PERV/293,

PERV/Mv1Lu | und PERV/MvLuU . Der dargestellte Sequenzausschnitt umfaRt die Nukleoti-
de 304 bis 484 der U3 Region der LTRs der angegebenen PERV-KIlone. Die repetitiven Sequenzen in der
LTR-Sequenz von PERV/293 (ein Gemische aus PERV-A und PERV-B) sind ein 18 bp langes (blau
umrahmt) und ein 21 bp langes (rot umrahmt) Repeat. Die vermutete TATA-BoxX ist unterlegt.
Der Sequenzvergleich wurde mit der Software DNAstar MegAlign durchgefiihrt.

Daher wurden naive adulte und neugeborene Nerze mit PERV/Mv1Lu in vivo inokuliert
(Tabelle 3.6). Vier Wochen nach der Inokulation, und alle weiteren 4 Wochen, wurde
den Tieren mittels Herzpunktion Blut entnommen, welches zur Gewinnung von Serum
und DNA diente.

Tabelle 3.6: Ubersicht der Infektionsversuche mit Nerzen: Den Tiere wurden drei Monate
lang alle 4 Wochen nach der zellfreien i.p. Inokulation von PERV/Mv1Lu Blut entnommen, welches
mittels nested-PCR (Blut) auf Infektion mit PERV untersucht wurde. Gleichzeitig wurde das Serum der
Tiere mittels WB-Analyse auf Bildung von Antikdrpern gegen PERV untersucht. Nach Euthanasie der
Tiere wurden Milz, Nieren, Lymphknoten, Herz, Lunge, Leber, Hirn, Ovarien, und Pankreas mittels ne-
sted- PCR (Organe) auf PERV-provirale DNA untersucht. Bei den Organen der Nerze wurde hinzukom-
mend eine Analyse mittels Immun-Histochemie durchgefiihrt. Bei keinem der Tiere konnten Hinweise
einer Infektion festgestellt werden. Die mit $ gekennzeichneten Gruppen waren Jungtiere, welche am Tag
ihrer Geburt mit PERV inokuliert wurden. 1S: Immunsuppression; Cs-A: Cyclosporin-A; CVF: Cobra

Venom Factor; WB: Western Blot-Analyse; IHC: Immun-Histochemie; NG: Nicht getestet

Gruppe Appliziertes Virus PERV-Detektion
WB PCR PCR IHC
(Blut) (Organe)
PERV/Mv1Lu - - - -
PERV/MvlLu - - - -
PERV/MvlLu - - - -
- - - - NG
PERV/MvlLu - - - -
PERV/Mv1Lu - - - -

~NOoO ok WN -

©“ B
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In Western Blot-Analysen zeigten die Tiere zu keinem Zeitpunkt der Untersuchung eine
Bildung von Antikorpern gegen das inokulierte Virus (Tabelle 3.6, Abbildung 3.23 A).
Auch eine Integration von PERV-Proviren in das Genom der Blutzellen konnte zu den
entsprechenden Zeiten mittels nested-PCR nicht nachgewiesen werden (Tabelle 3.6,
Abbildung 3.23 B). 12 Wochen nach Inokulation wurden alle Tiere euthanasiert, und
Milz, Niere, Lymphknoten, Herz, Lunge, Leber, Hirn, Ovarien, und Pankreas entnom-
men. In der DNA dieser Organe konnte ebenfalls keine provirale DNA von PERV mit-
tels nested-PCR detektiert werden (Tabelle 3.6, Abbildung 3.23 C). Auch immunhisto-
chemische Untersuchungen von Gewebeschnitten dieser Organe gaben keinen Hinweis
auf eine Infektion der Tiere mit PERV (Tabelle 3.6).

A) Serum B) PBMCs C) Organe Nerz 3
123456 78 M123456789 M123456M78910111213M

gp85EN ——
gp70En —

p60Gag —»
Precursor {

p27Gag —> W

pl5Env ——» l

Abbildung 3.23: A) Western Blot mit Seren von 3 PERV/Mv1Lu-infizierten Ner-
zen(4-6) und 2 Kontrolltieren (7, 8). Die Seren wurden 12 Wochen nach der Inokulation mit
PERV/Mv1Lu entnommen. Fur die Kontrolle der Blot-Qualitat wurden mehrere Kontrollseren verwen-
det: Anti-gp70 Env (1), kreuzreagierendes Anti-p30 Gag Serum von FeLV (2), Anti-p15Env (3).

B) Nested-PCR mit DNA aus PBMC von Nerzen: inokulierte adulte Nerze (1-3); inokulierte
Jungtiere (4-6), naiver adulter Nerz (7). Zur Kontrolle der PCR wurde DNA aus 293/PERV Zellen (8)

und Wasser (9) verwendet. M: 100 bp-Leiter.

C) Nested-PCR mit DNA aus verschiedenen Organen des Nerz Nr. 3: Ovar (2); Pank-
reas (3); Milz (4); Niere (5); Herz (7); Lunge (8); Leber (9); Hirn (10); Lymph-knoten (11),; PBMCs (12).
Zur Kontrolle der PCR wurde DNA aus 293/PERV Zellen (1) und Wasser (6, 13) verwendet. Die nested-
PCR wurde mit spezifischen Primern fir die pol-Region von PERV durchgefiihrt. Um die Qualitat der
DNA zu gewdhrleisten, wurde jeweils eine PCR mit B-Actin Primern durchgefiihrt. M: 100 bp-Leiter

Unter den gewahlten Bedingungen fuhrte die Inokulation von naiven und immun-
supprimierten Kleintieren wie Ratten, Meerschweinchen und Nerze in vivo nicht zu ei-
ner Infektion der Tiere mit PERV. Keines der Tiere zeigte die Integration von PERV
proviraler DNA. Auch konnte keine Antikorperbildung gegen das inokulierte Virus de-
tektiert werden, was darauf hindeutet, dal® die applizierte Virusdosis nicht ausreichte,
um eine adaquate Immunreaktion in den Versuchstieren zu induzieren. Ob bei einer
erhéhten Gabe von PERV eine Replikation des Virus und eine nachfolgende Immunre-
aktion auftreten wirde, bleibt zu diskutieren.
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3.2.2 Inokulation von nicht-humanen Primaten

Wie eingangs erwahnt, ermdglichen Tiermodelle nur eine limitierte Aussage Uber die
Geschehnisse im humanen Organismus. Insbesondere das Kleintiermodell mangelt trotz
seiner vielen praktischen Vorteile durch seine phylogenetische Ferne zum Menschen an
Aussagekraft. Daher wurde im Rahmen dieser Arbeit ein Tiermodell angestrebt, wel-
ches die Situation im humanen Xenotransplantat-Rezipienten besser widerspiegeln
konnte. In vorausgehenden in vitro Studien konnte bereits gezeigt werden, dal Zellen
nicht-humaner Primaten flr eine Infektion mit PERV permissiv sind (siehe 3.1.2). Da
Zellen von Pavianen, Rhesus-Affen und Schweins-Affen mit PERV infizierbar waren,
wurden Tiere dieser drei Spezies in vivo mit PERV inokuliert. Im Vorfeld wurden
nochmals PBMCs von jedem der im Experiment befindlichen Tiere auf deren Suszepti-
bilitdt gegenliber PERV getestet (siehe 3.1.2). Obwohl PBMCs der Schweins-Affen in
diesem Versuch nicht fiir eine Infektion mit PERV suszeptibel waren, wurde diese Spe-
zies aufgrund der Infizierbarkeit von priméren Milz- und Nierenzellen (siehe 3.1.2) in
die in vivo Studie aufgenommen. Das Experiment wurde als eine Langzeitstudie ange-
legt, in deren Verlauf die Tiere 1-3 mal mit hohen Dosen von PERV/5° inokuliert wur-
den. Alle Tiere erhielten Uber diesen gesamten Zeitraum eine tégliche Applikation von
Cs-A, Prednisolon und RAD, um die Bedingungen einer klinischen Xenotransplantation
zu simulieren. Fur detaillierte Angaben zur Immunsuppression siehe 2.5.5.1 und 2.5.5.3.
Die Applikation der Immunsuppressiva fihrte bei einigen Tieren zu Komplikationen,
was fiir diese Tiere eine individuelle vorzeitige Beendigung der Immunsuppression (IS)
bedingte. Fur die Angleichung der Versuchsbedingungen mufte daher die Studie nach-
traglich in zwei Phasen unterteilt werden, welche durch einen Zeitraum von 60 Tagen
unterbrochen wurden, in der keines der Tiere eine IS erhielt (siehe 2.5.5.3). Zu Beginn
der Phase 1 wurde allen Tieren eine zellfreie Virusdosis von PERV/5° mit einem Titer
von 1 x 10° TCIDsy i.p. und i.v. appliziert (1. Inokulation). Im Verlauf der Phase 1 wur-
de den Tieren regelmaRig nach der 1. Inokulation Blut fiir die Gewinnung von Serum
und DNA entnommen. Der Rhesus-Affe 179 verstarb 14 Tage nach der 1. Inokulation
aufgrund einer bakteriellen Infektion. Erwartungsgemal zeigte das Tier innerhalb dieses
kurzen Zeitraums keine Bildung von Antikdrpern gegen das inokulierte Virus. In der
DNA der Blutzellen, sowie in der DNA von den durch Sektion entnommenen Organen
konnte keine provirale DNA von PERV mittels nested-PCR detektiert werden (Abbil-
dung 3.28). Im weiteren Verlauf der Phase 1 zeigten die verbleibenden Tiere in wieder-
holten Western Blot-Analysen ebenfalls keine Antikorperproduktion gegen PERV/5°,
sowie in PERV-spezifischen PCR-Analysen keine Integration proviraler DNA in das
Genom ihrer Blutzellen (Abbildung 3.24). Am Ende der Phase 1 lag demzufolge bei
keinem der inokulierten Tiere ein Hinweis auf eine Infektion mit PERV/5° vor.
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A)

ol SE 1w
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PA0C ag . 1
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Abbildung 3.24: Western Blot-Analyse (A) und nested-PCR (B) zur Uberpriifung

der Infektion von nicht-humanen Primaten mit PERV/5°. Die in Phase 1 der in vivo-
Studie mit PERV/5° inokulierten Tiere wurden ber den gesamten Zeitraum regelméBig mittels Western
Blot-Analyse auf die Bildung von Antikdrpern getestet. Nach bis zu 200 Tagen war in keinem der Tiere
(5-9) eine Antikdrperproduktion gegen das inokulierte Virus nachweisbar, wogegen entsprechende Kon-
trollseren (1-4) im selben Assay positiv reagierten (A). Anti-gp70Env (1); Anti-p27Gag (2); Anti-PERV
gesamt (3); Anti-p15Env (4); Rhesus 178 (5); Schweins-Affen 6501 und 6506 (6, 7); Paviane 6614 und
7341 (8, 9).

Parallel zu den Western Blot-Analysen erfolgte zu den gleichen Zeitpunkten die Analyse auf eine Integra-
tion von PERV-Proviren in das Genom von Blutzellen mittels nested-PCR (B). Fir die Detektion wurden
PERV-spezifische Primer fiir die viralen Sequenzbereiche env-A (1), gag (2) und pol (3) verwendet. Zur
Kontrolle der DNA-Qualitat wurden Sequenzen des B-Aktin-Gens amplifiziert (4). M: 100 bp-Leiter

Die Schweins-Affen 6501 und 6506 wurden 200 Tage nach der 1. Inokulation mit
PERV/5° euthanasiert. Da sich in vitro gezeigt hatte, dal PBMCs dieser Spezies nicht
infizierbar waren (siehe 3.1.2), wurden beiden Tieren zusétzlich Lymphknoten, Leber,
Lunge, Nieren, Milz und Herz entnommen und auf die Integration von proviraler DNA
in das jeweilige zelluldre Genom untersucht. Allerdings waren in keinem der genannten
Organe provirale Sequenzen der Region von PERV-pol mittels einer nested-PCR detek-
tierbar (Abbildung 3.25).
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6501 6506

M1 2 3 4 5 61 2 3 4 5 6 P

PERV-pol

B-Actin

Abbildung 3.25: Nested-PCR mit DNA aus Organen von Schweins-Affen. Die im-
munsupprimierten Affen 6501 und 6506 wurden 200 Tagen vor der Analyse mit 1 x 10° TCIDs, von
PERV/5° inokuliert. Nach der Euthanasie der Tiere wurde DNA aus Lymphknoten (1), Leber (2), Lunge
(3), Niere (4), Milz (5), und Herz (6) isoliert und mittels nested-PCR mit spezifischen Primern fiir PERV-
pol auf eine Integration von proviraler DNA untersucht. Fir die Kontrolle der DNA wurden Sequenzen
des B-Actin-Gens amplifiziert. Fur die Kontrolle der PCR wurde DNA von 293/5° Zellen verwendet (P).
M: 100 bp-Leiter

Da die verbliebenen Tiere am Ende der Phase 1 der in vivo-Studie (200 Tage nach der 1.
Inokulation) keine Infektion mit PERV/5° aufwiesen, wurden die selben Tiere nach
einer Unterbrechung der Immunsuppression zu Beginn der Phase 2 erneut mit dem sel-
ben Virus inokuliert. An Stelle des euthanasierten Rhesus-Affen 178 wurde der Rhesus-
Affe 180 in die Studie aufgenommen. Flr genaue Angaben der Virus-Inokulation und
Immunsuppression siehe 2.5.5.3.

Bei der 2. Inokulation (Tag 270) wurde neben der Applikation eines C1-Esterase Inhibi-
tors die totale Virusdosis gegenuber der 1. Inokulation verdreifacht (siehe 2.5.5.3). Wei-
terhin wurde das Virus zuséatzlich zu der bisherigen i.p.- und i.v.-Applikation i.m. und
s.c. inokuliert. Als eine weitere Abwandlung, wurde zwei Tieren (Rhesus 180 und Pavi-
an 7341) 1 x 10° PERV/5°-produzierende 293 Zellen inokuliert, wogegen dem Rhesus-
Affen 178 und dem Pavian 6614 PERV/5° zellfrei inokuliert wurde (siehe 2.5.5.3). Im
Abstand von 14 Tagen erfolgte bei den Tieren eine 3. Inokulation (Tag 284), welche
den Bedingungen der 2. Inokulation entsprach. Allerdings wurde bei der 3. Inokulation
kein Komplement-Inhibitor appliziert. Uber den Zeitraum der Phase 2 wurde allen Tie-
ren zur Gewinnung von Serum wdochentlich Blut entnommen und mittels Western Blot-
Analyse auf Hinweise einer Infektion getestet. Bis zum Ende der in vivo-Studie am Tag
336 zeigte keines der Tiere in wiederholten Western Blot-Untersuchungen eine signifi-
kante Antikorper-Reaktion gegen PERV, bei der Verwendung von kreuzreagierenden
humanen 1gG- und IgM Sekundarantikorpern. Auffallend war, dall der mit humanen
293/5°-Zellen inokulierte Rhesus-Affe 180 und der Pavian 7341 in Western Blot-
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Analysen mit humanen uninfizierten 293 Zellen als Antigen keine Immunreaktion zeig-
ten. Das Ausbleiben einer Antikorperproduktion gegen die inokulierten humanen Zellen
konnte allerdings auf die Wirkung der applizierten Immunsuppressiva zurickzufiihren
sein. Dies Vermutung wurde durch eine Immunreaktion gegen das im zellfreien Kultur-
Uberstand enthaltene fotale Kalberserum in einer entsprechenden Western Blot-Analyse
mit Seren des Rhesus-Affen 180 widerlegt, und bewies eine verbliebene Immunkompe-
tenz des Tieres (Abbildung 3.26 A). Im Fall des Pavian 7341 war in diesem Zusam-
menhang bemerkenswert, da ab dem Tag 305, und damit etwa 21 Tage nach der 2.
Inokulation, AntikOrpern gegen das Gag-Protein von PERV auftraten (Abbildung 3.26
B). Im Pré-Immunserum des Tieres, sowie in allen vorherigen Western Blot-Analysen
der Studie, war eine solche Reaktion nicht detektierbar. Allerdings war diese Beobach-
tung kein Indiz fir eine Infektion des Tieres, da es sich um eine Reaktion gegen nur
eines der virales Proteine von PERV handelte. Um von einer Infektion mit PERV spre-
chen zu koénnen, hadtten mindestens gegen ein weiteres virales Struktur-Protein (Env
oder Pol) von PERV Immunreaktionen auftreten missen. Die eigentliche Ursache dieser
Gag-Antikorper liel? sich nicht klar definieren, doch kénnte es sich dabei moglicherwei-
se um eine Kreuzreaktion von Antikorpern gehandelt haben, welches das Tier gegen
Immunsuppressions-induzierte eigene Retroviren (z.B. BaEV) gebildet hatte. Diese Da-
ten waren allerdings ein Hinweis, dal} das Tier trotz der applizierten Immunsuppression
eine Immunkompetenz besalien.

A) Rhesus 180 B) Pavian 7341
Anti-FKS Anti-Gag

N 28 56 P N 7 14 21 28 35 42 49 56

==

Abbildung 3.26: Nachweis der Immunkompetenz des Rhesus-Affen 180 und des

Pavian 7341. Zur Uberprifung der Immunkompetenz des Rhesus-Affen 180 wurden Seren verschie-
dener Zeitpunkte in einer Western Blot-Analyse auf Reaktion gegen fotales Kélberserum (FKS) getestet
(A). FKS war als Serum Bestandteil des Kulturmediums der PERV/5°-produzierenden Zellen, und wurde
daher dem Tier bei der Inokulation des Virus-haltigen Uberstandes appliziert. ErwartungsgemaR zeigte
das Tier nach ca. 28 Tagen eine Immunreaktion, welche sich im Verlauf der anschlieBenden 4 Wochen
noch deutlich verstérkte.

In den Seren des Pavians 7341 traten ca. 21 Tage nach der 2. Inokulation Antikorper gegen PERV-Gag
auf, welche bis zum Rest der Studie weiterhin nachweisbarr waren (B). Vermutlich handelt es sich dabei
um kreuzreagierende Antikorper des Affen gegen ein anderes Retrovirus, da keine weiteren Antikorper
gegen andere Strukturproteine von PERV gebildet wurden. Die Ziffern tber den Blots geben die Tage
nach der 2. Inokulation an. P: Kreuzreagierendes Antiserum gegen p30Gag von FeLV als Positivkontrol-
le. N: Pra-Immunserum als Negativ-Kontrolle
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Als eine weitere immunologische Untersuchung zum Nachweis der Bildung von Anti-
korpern im Blut der inokulierten Affen, wurden Seren der Tiere in spezifischen ELISAs
getestet, welche im Gegensatz zu der Western Blot-Analyse die Erkennung von krypti-
schen Epitopen erlaubte. Als Antigen wurden die rekombinanten Proteine rp15Env bzw.
rp27Gag von PERV verwendet. In keinem der beiden ELISAs kam es bei Verwendung
von Protein G bzw. von kreuzreagierenden humanen 1gG-Sekundarantikdrpern zu dem
Nachweis einer Antikorperproduktion gegen PERV in den Seren der mit PERV/5° ino-
kulierten nicht-humanen Primaten.

Parallel zu den immunologischen Untersuchungen wurde aus den entnommenen Blut-
proben der Tiere wochentlich DNA isoliert und mittels nested-PCR auf provirale DNA
von PERV getestet. In keiner dieser Proben lieRen sich bis zum Ende der in vivo-Studie
provirale Sequenzen der gag-, pol- oder env-Region von PERV amplifizieren (Abbil-
dung 3.27). Diese Daten wiesen darauf hin, dal} trotz der Infizierbarkeit der PBMCs
dieser Tiere in vitro, keine Infektion der Zellen in vivo stattgefunden hatte.

PERV-pol

B-Actin

Abbildung 3.27: Nested-PCR mit DNA aus Blut von nicht-hmanen Primaten. Die
Isolation der DNA erfolgte bei dem Rhesus-Affen 178 (1) am Tag 313, bei dem Rhesus-Affen 180 (2) am
Tag 306 und bei den Pavianen 6614 (3) und 7341 (4) am Tag 336 nach der 1. Virusinokulation. Bei Kei-
nem der Tiere konnte eine Integration von proviraler DNA in das Genom der entsprechenden Blutzellen
mittels nested-PCR und spezifischen Primern fir die pol-Region von PERV gezeigt werden. Zur Kontrol-
le der PCR wurde DNA von 293/5° Zellen (5) und uninfizierten 293 Zellen (6), sowie Wasser (7) ver-
wendet. Fur die Kontrolle der DNA-Qualitdt wurden Sequenzen des B-Actin-Gens amplifiziert. M: 100
bp-Leiter

Fur die Untersuchung der Viruslast im Blut der Tiere wurden die Seren in einen Gam-
maretroviren-spezifischen RT-Assay eingesetz. In keiner der im Verlauf der Phase 2
entnommenen Serum-Proben war eine Aktivitat des viralen Enzyms Reverse Transkrip-
tase nachweisbar. Dies zeigte, dall das inokulierte Virus trotz der applizierten Immun-
suppression innerhalb kirzester Zeit von dem unspezifischen Immunsystem der Tiere

eliminiert wurde. Dieser Tatbestand wurde weiterhin dadurch gestutzt, dafl nach Isolati-
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on von RNA aus diesen Seren keine Amplifikation von PERV cDNA mittels RT-PCR
und PERV-spezifischen Primern moglich war.

Da eine Integration von PERV ebenso in anderen Geweben mdglich war, wurde nach
der Euthanasie der Tiere DNA aus den Lymphknoten, der Leber, der Lunge, der Milz,
den Nieren und dem Herz isoliert, und mittels nested-PCR auf provirale DNA von
PERV untersucht. In den Organen des Rhesus-Affen 178 und der beiden Paviane konn-
ten keine Sequenzen der gag-, pol und env-Region von PERV amplifiziert werden (Ab-
bildung 3.28).

123456 7M|1234567M
178 El
PERV-pOII _ PERV-pol
179 El
B-Actin ‘ B-Actin

Abbildung 3.28: Nested-PCR mit DNA aus Organen von nicht-humanen Primaten.
Die Inokulation der Tiere mit PERV/5° erfolgte bei den Rhesus—Affen 178 und 179, sowie bei dem Pavi-
an 6614 zellfrei. Bei dem Pavian 7341 erfolgte zusétzlich eine Inokulation mit PERV/5°-produzierenden
Zellen. Die PCR-Analyse erfolgte in DNA aus Lymphknoten (1), Leber (2), Lunge (3), Milz (4), Niere
(5) und Herz (6). Als Detektionsmethode wurde eine nested-PCR flr die proviralen Genomabschnitte
gag, pol und env von PERV verwendet, wobei in dieser Abbildung nur exemplarische Gele mit PERV-
pol Amplifikationen gezeigt werden konnten. In den Organen der Tiere 178, 179, 6614 und 7341 war
keine PERV-provirale DNA detektierbar. Fiir die Kontrolle der PCR wurde DNA von PERV/5° verwen-
det (7). Die Qualitat der DNA wurde durch Amplifikation von Sequenzen des B-Actin-Gens garantiert.
M: 100 bp-Leiter

Abbildung 3.29: Nested-PCR mit DNA aus

Organen des Rhesus-Affen 180. Die Inokulation 123456 7M
mit PERV/5° erfolgte zellfrei und zusétzlich mit PERV/5°-
produzierenden 293 Zellen. Die PCR-Analyse erfolgte in
DNA aus Lymphknoten (1), Leber (2), Lunge (3), Milz | PERV-env
(4), Niere (5) und Herz (6). In der DNA von Leber, Lunge,
Milz und Niere war PERV proviale DNA nachweisbar.
Fir die Kontrolle der PCR wurde DNA von PERV/5° B-Actin
verwendet (7). Die Qualitat der DNA wurde durch Ampli-
fikation von Sequenzen des B-Actin-Gens garantiert. M:
100 bp-Leiter
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In der DNA der Leber, Lunge, Milz und Niere des Rhesus-Affen 180 waren allerdings
Sequenzen der genannten Provirus-Bereiche detektierbar (Abbildung 3.29). Da dieses
Tier zusatzlich zu der zellfreien Virusinokulation eine Applikation von PERV/5°-
produzierenden 293 Zellen erhalten hatte, erfolgte hier vermutlich die Amplifikation
von Sequenzbereichen aus zelluldrer PERV/5°-Provirus-enthaltender 293 DNA zirkulie-
render humaner Zellen.

Als eine weitere Besonderheit kam es bei dem Rhesus-Affen 180 an den subkutanen
und intramuskuléren Injektionsstellen der Virus-Inokulation innerhalb der Brust-und
Bein-Muskulatur zur Auspragung massiver Tumorbildung (Abbildung 3.30). Auch die
intraperitoneale Injektion verursachte im gesamten Bereich des Peritoneums die Ausbil-
dung zahlreicher Tumore (Abbildung 3.30). Die Lokalisation und Morphologie dieser
Tumore sprach allerdings nicht fir eine Virus-Transformation von Wirtszellen, sondern
fur eine Immunsuppressions-bedingte Proliferation der inokulierten humanen 293 Zel-
len.

Abbildung 3.30:
Tumore des Rhe-

sus-Affen 180.
Nach der s.c. und i.m.
Inokulation von
PERV/5°-produzieren-
den Zellen kam es bei

Tumore der dem Tier zu einer

Brustmuskulatur deutlichen Tumorbil-
dung im Bereich der

Injektionsstellen. Bei
der Sektion des Tieres
wurden weiterhin Tu-
more in der Wand der
Bauchhohle  gefun-
den. Die Ausbildung
dieser Tumore resul-
tierte vermutlich aus

der i.p. Applikation
der PERV/5°-produ-
zierenden Zellen. Die
Tumore der Lokalisation und die
Beinmuskulatur | Morphologie der Tu-
more deutete weniger
auf ein tumorigenes
Potential des inoku-
lierten Virus, als auf

eine  Auswucherung
Tumore des g?r: inokulierten Zellen

Peristoneums
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Darliber hinaus deutete die immunhistochemischen Identifizierung von Gewebe-
spezifischen Filamentpolypeptiden wie Zytokeratin ebenfalls auf den epithelialen Ur-
sprung der Tumore hin. Dagegen lieRen sich die Dunnschnitte mit Antikérpern gegen
das Filamentpolypeptid Vimentin, welches ausschlieBlich in mesenchymalen Geweben
vorkommt, nicht anfarben.

Fur eine weitere Charakterisierung wurden die Tumore histopathologisch untersucht
(Abbildung 3.31). In einer Anzahl reprasentativer Schnitte zeigte sich, dal es im Be-
reich des Peritoneums zur Infiltration von Tumorzellen in das Gewebe der Bauchhdhle
gekommen war (Abbildung 3.31 A, B). Die Tumore im Bereich der Brust- und Bein-
muskulatur waren dagegen von dem umgebenden Muskelgewebe getrennt (Abbildung
3.31 C). Zum Teil war dabei deutlich eine Membran zu erkennen, welche den Tumor
von dem umgebenden Gewebe abkapselte. Bei allen Tumoren konnte eine deutliche
Vaskularisierung mit zum Teil grolien Gefalien beobachtet werden (Abbildung 3.31 D).

Abbildung 3.31: Histopathologische Untersuchung der Tumore des Rhesus 180. In
histologischen Dunnschnitten der Tumore aus dem Bereich des Peritoneums konnte mittels einer HE
(Hamatoxylin-Eosin)-Farbung eine Infiltration von Tumorzellen (violett) in das umgebende Gewebe (rot)
beobachtete werden (A, B). Die Tumore im Bereich der Brust- und Beinmuskulatur waren dagegen deut-
lich von dem umgebenden Muskelgewebe abgekapselt (C). In allen untersuchten Tumoren konnte eine
starke Vaskularisierung beobachtet werden (D). Die Endothelzellen der Gefalwande (rot) hoben sich
dabei deutlich von dem Tumorgewebe (violett) ab. Auch war in allen Tumoren ein Stiitzgewebe aus Fi-
broblasten nachweisbar.

92



[1l. ERGEBNISSE

Fur eine molekularbiologische Analyse des Ursprungs der Tumore, wurde aus einem
Teil der Brust- und Bein-Tumore, sowie aus einigen Tumoren der Bauchhthle DNA
isoliert. Parallel dazu wurden Zellen der entsprechenden Tumore sofort nach der Sek-
tion kultiviert (siehe 2.1.2.4), und auch aus diesen kultivierten Tumorzellen DNA iso-
liert. Da es sich bei den 293 Zellen um eine mit der E1-Region des Adenovirus 5 (Ad 5)
transformierte Zell-Linie handelt, konnte die PCR-Amplifikation von Sequenzbereichen
des E1A-Gens von Ad 5 als ein Zelltyp-spezifischer Marker genutzt werden. Bei der
Verwendung von Rhesus-Affen DNA fiihrten die verwendeten E1A-Primer erwar-
tungsgemal zu keiner Amplifikation (Abbildung 3.32). Dagegen war in jedem der un-
tersuchten Tumore die E1A-Sequenz des Adenovirus, und somit DNA aus den inoku-
lierten humanen 293 Zellen detektierbar (Abbildung 3.32).

Abbildung 3.32: PCR mit DNA aus

Tumoren des Rhesus-Affen 180. Aus A B |C
dem Peritoneum (A) wurden 3 Tumore, aus der —
Muskulatur der Brust (B) 2 Tumore und aus der 1 231 2|1|/PINIM

Beinmuskulatur (C) 1 Tumor analysiert. Fir den
Nachweis von proviraler PERV DNA wurden
spezifische Primer fur die pol-Region verwendet.
Fiir den Nachweis von 293 DNA wurden spezifi- | PERV pol
sche Primer flr das E1A-Gen des Adenovirus 5
verwendet, mit welchem die humanen 293 Zellen
transformiert sind.

Als Positiv-Kontrolle der PCR wurde DNA von | Adeno E1A
293/5° Zellen verwendet (P). Fur die Kontrolle
der Spezifitdit der Primer wurde DNA aus
PBMCs von uninfizierten Rhesus-Affen als Ne-
gativ-Kontrolle verwendet (N). Die Qualitat der
jeweiligen DNA wurde mittels Amplifikation
von B-Actin Sequenzen Uberprift. M: 100 bp- )
Leiter B-Actin

Die Verwendung von Virus-produzierenden Zellen als Inokulat sollte die erfahrungs-
gemal bessere Transmission des Virus via Zell-Zell Kontakt von den inokulierten Zel-
len zu den Zellen des umgebenden Gewebes ermdglichen. Weiterhin wurde so die Situ-
ation eines transplantierten Xenotransplantates simuliert. Bei der Verwendung porciner
Xenotransplantate, kénnte das knospende Virus direkt von der Membran der porcinen
Zelle auf die Zellen des umliegenden Gewebes ubertragen werden. Auch bestlinde die
Madglichkeit einer Verteilung porciner Zellen tber den Blutkreislauf im ganzen Korper
des Rezipienten. Ahnliches konnte bei den mit PERV/5°-produzierenden Zellen inoku-
lierten Affen dieser Studie beobachtet werden. DNA dieser PERV/5°-produzierenden
Zellen war insbesondere in den stark durchbluteten Organen wie Lunge, Leber, Nieren
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und Milz detektierbar (Abbildung 3.29). Eine Differenzierung zwischen den chronisch
PERV-infizierten Zellen und potentiell neu infizierten Wirts-Zellen ist allerdings zur
Zeit kaum moglich. Das Auftreten sogenannter Mikrochimerismen ist in diesem Zu-
sammenhang ein prinzipielles Problem, und bedarf mit Hinblick auf zukinftige klini-
sche Xenotransplantationen entsprechend sensitiver und selektiver Detektionsmethoden.
Da jedoch bei dem Rhesus-Affen 180 keine Viramie detektiert werden konnte, und wei-
terhin die Entstehung der Tumore dem tumorigenen Potential der inokulierten 293 Zel-
len zugeordnet werden konnte, mufte davon ausgegangen werden, dal} es nicht zu einer
produktiven Infektion des Affen in vivo gekommen war.
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4. Diskussion

Die Xenotransplantation porciner Zellen, Gewebe oder Organe birgt das Risiko der
Transmission von Mikroorganismen auf den humanen Rezipienten (Denner, 1998; Oni-
ons und Witt, 2000; Stoye et al., 1998; Weiss, 1999). Dabei kommt den porcinen endo-
genen Retroviren eine besondere Bedeutung zu, da sie nicht wie die meisten anderen
Pathogene durch einfache Ziichtung oder Impfung aus den Schweinen eliminiert werden
konnen. Fir eine aussagekraftige Evaluierung des Ubertragungsrisikos der PERVS ist
das Wirtsspektrum dieser Viren von fundamentaler Bedeutung. Insbesondere nachdem
gezeigt werden konnte, da PERVs in der Lage sind, humane Zellen in vitro zu infizie-
ren (Patience et al., 1997).

4.1 Die Infektion von Zellen mit PERV in vitro

Bislang ist/sind der/die zellulére(n) Rezeptor(en) der PERVs unbekannt, so daf} auf die-
sem Wege PERV-suszeptible Spezies und Zelltypen nicht im vollen Umfang identifi-
ziert werden konnten. Aus diesem Grund wurde im Rahmen dieser Arbeit eine detail-
lierte Analyse des Wirtsspektrums von PERYV in vitro durchgefiihrt. Dabei wurden zwei
Ziele verfolgt:

1. Es sollten suszeptible Zellen nicht-humaner Sduger identifiziert werden, um dar-
auf aufbauend eventuell ein Tiermodell fiir PERV zu etablieren.

2. Es sollten weiterhin potentiell suszeptible humane Zellen verschiedener Gewebe
identifiziert werden, und die Replikation von PERV in diesen Zellen n&her cha-
rakterisiert werden.

4.1.1 Die Infektion von Zellen verschiedener Kleintiere mit PERV

Im Gegensatz zu den ersten Versuchen, PERV auf Zellen anderer Spezien zu ibertragen
(Bouillant et al., 1975; Todaro et al., 1974; Lieber et al., 1975), gelang es mit zuneh-
mender Intensivierung der Forschung, eine Transspezies-Transmission von PERV in
vitro zu zeigen (Patience et al., 1997; LeTissier et al., 1997; Takeuchi et al. 1998; Wil-
son et al., 1998).

Dabei wurde vorwiegend das aus der porcinen Zell-Linie PK-15 stammende Inokulat
PERV/PK verwendet, welches auch genutzt wurde, um die humane Zell-Linie 293 pro-
duktiv zu infizieren (PERV/293) (Patience et al., 1997). Beide Zell-Linien produzieren
ein Gemisch aus PERV-A und PERV-B (LeTissier et al., 1997). Die in Tabelle 3.1 dar-
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gestellte Ubersicht von PERV-inokulierten Zellen verschiedener Kleintiere zeigt, dal
die primaren Zellen von Ratten und Baumwollratten nicht suszeptibel gegenuiber einer
Infektion mit PERV/PK bzw. PERV/293 waren. Demgegenuber stehen allerdings Un-
tersuchungen mit PERV-Pseudotypen, welche die Prasenz des zellularen Rezeptors von
mindestens PERV-B auf Rattenzellen beweist (Takeuchi et al., 1998). Neuere Untersu-
chungen zeigten allerdings, daR die Anzahl von PERV-B Proviren im porcinen Genom
gegenlber denen von PERV-A verhaltnismaRig gering ist (Stoye et al., 1998; Patience,
personliche Mitteilung). Diese Tatsache kdnnte die nicht erfolgte Transmission von
PERV/PK bzw. von PERV/293 auf die primaren Ratten- und Baumwollratten-Zellen
erklaren, da diese Inokulate vorwiegend PERV-A enthielten. Als eine weitere Bestati-
gung dieser Vermutung kann die Beobachtung angesehen werden, daR auch ein rekom-
biniertes PERV-A/C, mit reinem PERV-A Tropismus, Zell-Linien von Ratten nicht
infizieren konnte (Wilson et al., 2000). Allerding kann nicht ausgeschlossen werden,
dal} bei der Verwendung von Viren mit hoherem Titer, oder durch Zell-Zell-Kontakt
eine Infektion der Rattenzellen erfolgen kdnnten. Dazu existieren erste Hinweise einer
maglichen Ubertragung von PERV-A/C in Kokultivierungs-Experimenten mit Ratten-
zellen, wobei bisher jedoch keine produktive Infektion beobachtet werden konnte (Den-
ner et al., 2002a).

Bei der Nerzzell-Linie Mv1Lu konnte dagegen die Prasenz der zellularen Rezeptoren
fir PERV-A und PERV-B mittels Infektionsstudien mit Pseudotypen gezeigt werden
(Takeuchi et al., 1998). Dies liefl3 sich auch durch die Infektion dieser Zellen mit repli-
kationskompetenten PERV/293 (siehe 3.1.1.1 und Tabelle 3.1; Specke et al., 2001a,c),
sowie bei Verwendung des rekombinierten PERV-A/C (Wilson et al., 2000) verifizie-
ren. Auch flr weitere Sdugerzellen wie z.B. bei der Infektion der Katzen-Zell-Linie
PG-4 konnte neben der Ubertragung von PERV-A auch die produktive Infektion mit
PERV-B gezeigt werden (Abbildung 3.1; Tabelle 3.1; Wilson et al., 2000; Specke et al.,
2001a).

4.1.1.1 Die produktive Infektion der Nerzzell-Linie MvlLu

Da gezeigt werden konnte, dal die Zell-Linie Mv1Lu suszeptibel fir eine Infektion mit
PERYV ist, wurden diese Zellen mit Hinblick auf die Etablierung eines Tiermodells na-
her charakterisiert (siehe 3.1.1.1; Specke et al., 2001c). Wie bereits erwéhnt, konnte
mittels PERV-Pseudotypen (Takeuchi et al., 1998) und bei Verwendung von replikati-
onskompetenten PERVs (Specke et al., 2001c) gezeigt werden, dafl die Zellen beide
Rezeptoren fiir PERV-A und PERV-B exprimieren (Abbildung 3.2). Auch bewies die
letztgenannte Studie, dal? diese Zellen eine Replikation von PERV unterstutzen, da die
Expression von PERV-Proteinen gezeigt werden konnte (Abbildung 3.3). In diesem
Zusammenhang ist erwéhnenswert, daR PERVs, welche von infizierten Mv1Lu-Zellen
freigesetzt werden (PERV/Mv1Lu), bei der Inokulation von humanen 293 Zellen auf
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diesen signifikant schneller replizieren, als auf parallel inokulierten Mv1Lu Zellen (Ab-
bildung 3.3). Diese und andere Daten zeigten, dal die humanen 293 Zellen als eine be-
sonders suszeptible Zell-Linie fiir die Infektion mit PERV angesehen werden kann (sie-
he 3.1.1.1; 3.1.3 und 3.1.4).

Bei der weiteren Charakterisierung von PERV/Mv1Lu, wurden die infizierten Nerz-
Zellen elektronenmikroskopisch analysiert. Im Zytoplasma der infizierten MvlLu-
Zellen war eine Vielzahl von multivesikuldren Strukturen (,,Multi vesicular bodies*,
MVBSs) zu beobachten (Abbildung 3.5), welche weder in uninfizierten Mv1Lu Zellen,
noch in uninfizierten oder in infizierten 293 Zellen vorkamen. Im Innern der MVBs
lagen grof’e Mengen von Virus-dhnlichen Partikeln (,,virus-like particles”, VLP) mit
einem Durchmesser von etwa 60 nm vor. Immun-Fluoreszenzmikroskopische Analysen
zeigten, dall die Partikel der VLPs Virus-spezifische Proteine enthielten (Abbildung
3.6). Vermutlich handelt sich bei den VLPs um in (Golgi)-Vesikeln akkumulierte virale
Protein-Komplexe, welche aus ungeklarten Griinden von der Zelle nicht freigesetzt
werden. Die Ursachen solcher Defekte konnen vielfaltig sein. Mdglichkeiten dafiir
konnten A) Defekte in der Regulation der Transkription und/oder Translation der vira-
len Gene; B) Defekte beim Transport der viralen Proteine zur Zytoplasmamembran oder
C) Defekte beim Zusammenbau des Virions sein. VLPs enthaltende MVBs &hnlicher
Morphologie wurden bereits als natiirlich vorkommende Komponenten in neuronalen
und sekretorischen Zellen beschrieben. Auch konnten VPLs mit einem Durchmesser
von 30-50 nm in fétalem bovinem Serum (Dalton, 1974) und in humaner Milch gezeigt
werden (Feller und Chopra, 1971; Seman et al., 1971). Da dariiber hinaus VPLs in Zell-
kulturen von humanen Brusttumoren (Feller et al., 1967), in Kulturen von Patienten mit
infektioser Mononukleosis (Moses et al., 1968) und in Mausen mit Leukose-&hnlichem
Syndrom (Denner und Dorfman, 1977) beschrieben wurden, gab es in friihen Studien
die Vermutung, dalR VLPs an der Ausldsung von Tumorkrankheiten beteiligt sein konn-
ten (Maynard et al., 1975; Foa und Carcassonne, 1976). Diese Theorie liel3 sich aller-
dings bis heute nicht beweisen. Dieser Aspekt konnte im Verlauf der vorliegenden Ar-
beit nicht weiter verfolgt werden, doch bietet er einen interessanten Ansatz fur weitere
Forschung auf diesem Gebiet.

4.1.2 Die produktive Infektion von Zellen nicht-humaner Primaten

Zellen nicht-humaner Primaten galten lange Zeit als nicht suszeptibel fir eine Infektion
mit PERV. In initialen Untersuchungen gelang es nicht, PERVs auf Zellen von Rhesus-
Affen oder Schimpansen zu Ubertragen (Todaro et al., 1974; Bouillant et al., 1975; Lie-
ber et al., 1975). Auch konnte Anfangs mittels Pseudotypen, welche jeweils das Env-
Protein von PERV-A, PERV-B oder PERV-C und ein Core des murinen Leukdmievirus
(MuLV) trugen, die Prasenz der entsprechenden zelluldren Rezeptoren nicht gezeigt
werden (Takeuchi et al., 1998). Allerdings ergaben weiterfiihrende Studien mit den
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gleichen Pseudotypen eine Infektion von priméren Fibroblasten von Pavianen, Gorillas
und Schimpansen mit PERV-A, was die Anwesenheit des Rezeptors fur mindestens
diesen Subtyp von PERYV auf den Zellen der nicht-humanen Primaten bewies (Blusch et
al., 2000a). In Kokultivierungs-Experimenten mit replikationskompetenten PERVS,
welche von der porcinen Zell-Linie PK-15 oder primdren Endothelzellen der porcinen
Aorta freigesetzt wurden, konnte zusétzlich die Anwesenheit des Rezeptors fir PERV-B
gezeigt werden (Blusch et al., 2000a). Allerdings wurde in diesen Experimenten nur die
Integration der jeweiligen Proviren gezeigt. Doch in Infektionsstudien mit Zell-Linien
der B-Lymphozyten von Paviane gelang es, mRNA-Expression von PERV-A und
PERV-B zu zeigen, was die ersten Hinweise einer Replikation von PERV in Zellen
nicht-humaner Primaten lieferte (Blusch et al., 2000a).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden dariber hinaus primare PBMCs und Milzzellen von
Pavianen produktiv mit PERV-A/C (PERV/5°) infiziert (siehe 3.1.2; Specke et al.,
2001a; 2002a,b). Die Detektion viraler RT-Aktivitat (Tabelle 3.2), sowie die Isolation
von viraler RNA aus pelletierten Partikeln des Kulturiiberstands der infizierten Zellen
(Tabelle 3.3) beweist die Replikation und Freisetzung von PERV aus den infizierten
Pavian-Lymphozyten.

In dieser Arbeit konnte weiterhin erstmals die Infektion von Zellen der Rhesus-Affen
und Schweins-Affen gezeigt werden (Abbildung 3.7; Specke et al., 2002b), die bis zu
diesem Zeitpunkt als uninfizierbar galten (Takeuchi et al., 1998; Blusch et al., 2000a).
Dabei konnte fiir die PBMCs der Rhesus-Affen ebenfalls eine produktive Infektion mit
PERV-A/C festgestellt werden (Tabelle 3.2), da auch hier RT-Aktivitat und virale RNA
in den Kulturiiberstdnden zu detektieren war. Zusétzlich lieR sich fir die PBMCs der
Paviane und der Rhesus-Affen erstmals eine Infektion mit replikationskompetentem
PERV-B zeigen (Abbildung 3.7). Diese Infektion resultierte allerdings nicht in einer
uber die Integration des Provirus hinausgehenden Replikation von PERV-B (Tabelle
3.2; Specke et al., 2002b).

Die PBMC der Schweins-Affen waren nicht mit PERV-A/C infizierbar. Die Suszeptibi-
litdt dieser Spezies konnte allerdings durch die Infektion von Milz- und Nierenzellen
der Schweins-Affen mit PERV-A/C erbracht werden (Abbildung 3.7). Dabei konnte die
Integration proviraler DNA gezeigt werden, jedoch war der Nachweis einer Expression
viraler Proteine dagegen nicht moglich (Tabelle 3.2). Eine Infektion von Zellen der
Schweins-Affen mit replikationskompetentem PERV-B wurde bislang nicht durchge-
flhrt.

Diese Daten zeigten die Suszeptibilitat von Zellen verschiedenen Spezies und verschie-
dener Gewebe der nicht-humanen Primaten. Zusatzlich zu friiheren Studien konnte die
Replikation von rekombiniertem PERV-A/C, sowie von PERV-B in primédren Lympho-
zyten von Pavianen und Rhesus-Affen gezeigt werden (Specke et al., 2002Db).
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4.1.3 Die produktive Infektion von humanen Zellen

Im Zusammenhang mit der Xenotransplantation ist die Uberpriifung der Suszeptibilitat
humaner Zellen fiir eine Infektion mit PERV von zentraler Bedeutung. Die Ubertragung
von PERV auf die humane Zell-Linie 293 zeigte, dal} Zellen der Spezies Mensch mit
PERV infizierbar sind (Patience et al., 1997). Dabei kam es zur Transmission von
PERV-A und PERV-B, welche von der porcinen Zell-Linie PK-15 freigesetzt wurden
(LeTissier et al., 1997). Auch konnte PERV aus primaren porcinen Endothelzellen auf
die humanen Zell-Linien 293 (Martin et al., 1998a) und HelLa (Wilson et al., 1998)
ubertragen werden. Doch sind Zell-Linien aufgrund ihrer Transformation und Immorta-
lisierung nur limitiert reprasentativ fur eine Aussage Uber die Suszeptibilitat des glei-
chen Zelltyps in vivo. Daher wurde in dieser Arbeit die Verwendung von primaren hu-
manen Zellen favorisiert. Die Infektionsstudien zeigten, dall humane primére Endothel-
zellen (HAEC, HPAEC, HUVEC) sowie priméare Fibroblasten (HCTFC) fir PERV
permissiv sind (Tabelle 3.4; Specke et al., 2001b). In der DNA dieser Zellen war provi-
rale DNA von PERV nachweisbar. Dartiber hinaus konnte in den Kulturtiberstanden der
infizierten Zellen RT-Aktivitat detektiert werden, sowie freie Viruspartikel pelletiert
und mittels RT-PCR virale RNA nachgewiesen werden (Tabelle 3.4). Ahnliche Daten
konnten auch fir andere humane primére Endothelzellen und primére Fibroblasten ge-
zeigt werden (Martin et al., 2000).

In der DNA von priméren glatten Muskelzellen (HCASMC) konnte die Integration von
PERV-proviraler DNA detektiert werden, jedoch unterstiitzten diese Zellen die Replika-
tion von PERV offensichtlich nicht, da hier kein Nachweis einer produktiven Infektion
moglich war (Tabelle 3.4).

In anderen Infektionsstudien konnte darliber hinaus gezeigt werden, dal hdmatopoeti-
sche Vorlauferzellen nicht mit PERV infizierbar sind (Martin et al., 2000). Im Gegen-
satz dazu gelang es in dieser Arbeit, humane lymphoide Zell-Linien (C8166, THP-1,
WIL2.NS.6TG) und primére humane PBMCs erstmals mit PERV zu infizieren (Tabelle
3.4; Specke et al., 2001b). Aus diesen in vitro Daten l&[3t sich schliel3en, daB die Suszep-
tibilitat humaner Zellen gegentber einer Infektion mit PERV entsprechend dem Zelltyp,
und maoglicherweise auch entsprechend dem Differenzierungsgrad der Zelle, variiert.
Offensichtlich existieren im humanen Organismus Zellen, welche nicht fur eine Infekti-
on mit PERV suszeptibel sind, sowie solche, die zwar mit PERV infizierbar sind, aber
die Replikation dieser Viren nicht unterstiitzen. Jedoch scheinen die GefaR-
auskleidenden Endothelzellen, und die durch das Gefalisystem zirkulierenden Blutzellen
fir PERV permissiv zu sein. Bei allen bislang getesteten Zellen dieser Typen, liel3 sich
neben der Provirus-Integration auch die Replikation von PERV zeigen.

Diese Daten sind fiir die Frage der Virussicherheit bei der Xenotransplantation von
zentraler Bedeutung. Da in vitro fur die Endothelzellen porciner GeféaRRe die Freisetzung
von PERV gezeigt werden konnte (Martin et al., 1998a), konnten die suszeptiblen hu-
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manen Blutzellen, welche beim Durchstromen eines porcinen Xenotransplantates in
direkten Kontakt mit diesen porcinen PERV-produzierenden Zellen kommen wirden,
potentiell mit PERV infiziert werden. Diese infizierten Blutzellen wirden dann das Vi-
rus Uber den Blutkreislauf im ganzen Korper des Rezipienten verteilen. Bei der Ab-
knospung von den Blutzellen wirden die PERVs an jedem Ort des Organismus auf die
umgebenden suszeptiblen Endothelzellen der humanen GefaRe treffen und diese wie-
derum potentiell infizieren. Zwar konnte den PERVs bislang kein tumorigenes Potential
zugeordnet werden, doch kann dieses aufgrund der hohen Homologie der PERVs zu
anderen Tumor-induzierenden Gammaretroviren nicht ausgeschlossen werden (siehe
1.2.2.1).

Als ein weiteres Problem mul} die mdgliche Rekombination von PERV angesehen wer-
den (siehe 4.1.3.1). Dies konnte einerseits mit humanen endogenen Retroviren erfolgen,
andererseits existieren bereits erste Hinweise, dal} die einzelnen Subtypen von PERV
untereinander rekombinieren (Abbildung 4.4; Wilson et al., 2000; Tonjes et al., 2000;
Niebert et al., 2002). Die daraus resultierenden Viren kdnnen aufgrund genetischer oder
morphologischer Veranderungen potentiell eine neue Pathogenitat entwickeln.

4.1.3.1 PERVs adaptieren sich in vitro an humane Zellen

Neben Rekombinationen, kann es bei einer Xenotransplantations-bedingten Infektion
mit PERV auch zu einer Adaptation der Viren an den humanen Wirtsorganismus kom-
men. Dabei erfolgt die Adaptation, wie bei jedem umhillten Virus, im Verlauf des
Budding-Prozel? durch die Inkorporation von Membranproteinen der Wirtszelle (siehe
1.2.2.4). Im Zusammenhang mit der hyperakuten TransplantatabstoRung wurde bereits
erwahnt, dall humane Zellen und Zellen der nicht-humanen Altweltaffen keine a-Gal
Epitope auf ihrer Oberflache exprimieren (Lin et al., 1998; vergleiche 1.1.2 und 1.2.3).
Diese Epitope befinden sich allerdings auf den Hillmembranen der porcinen Viren, und
machen sie daher flr die Virolyse des humanen Immunsystems empfindlich (Takeuchi
et al., 1994; Rother et al., 1995). Nach der Replikation von PERV auf humanen Zellen
verliert allerdings das Virus diese Epitope, und wird damit gegeniber der a-Gal-
vermittelten Virolyse resistent (Patience et al., 1997).

Unter Adaptation versteht man weiterhin genetische oder morphologische Veranderun-
gen der Viren. So kdnnen Veranderungen im regulativen LTR-Bereich des viralen Ge-
noms zu Modifikationen der Replikation des Virus fihren. Auch besteht die Mdglich-
keit, dal3 das Virus sich im Bereich der Bindungsdomane seines zelluldren Rezeptors
verandert. Die daraus resultierende Veranderung in der Bindungsaffinitat kann sich in
einer Modifikation der Infektionsrate auswirken. Dariiber hinaus kdnnen Veranderun-
gen im Bereich der Rezeptorbindungsstelle dem Virus eventuell auch ermdglichen, an-
dere Rezeptoren zu binden, und damit neue Zielzellen innerhalb seines Wirtes, oder
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mdoglicherweise sogar eine andere, neue Wirts-Spezies zu infizieren (Coffin et al.,
1997).

Die im Verlauf dieser Arbeit durchgefihrten Infektionsversuche mit humanen Zellen
zeigten, dal die Zell-Linie 293 besonders suszeptibel fur eine Infektion mit PERV war
(siehe 3.1.3 und 3.1.4; Abbildung 4.1).

Abbildung 4.1: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von PERV/5°. Von
allen bisher untersuchten humanen Zellen unterstiitzt die humane Zell-Linie 293 die Replikation von
PERV am besten. Inshesondere nach der seriellen Passagierung von PERV auf 293 Zellen kommt es zur
Freisetzung von hohen Virus-Titern. Diese und andere Beobachtungen deutet auf eine Adaptation des
Virus an humanen Zellen hin. (Abbildung mit freundlicher Genehmigung von Dr. M. Ozel; RKI; Berlin).

Die serielle Passagierung eines rekombinierten PERV-A/C (Abbildung 4.4) auf diesen
humanen 293 Zellen (Abbildung 3.13) ging daher vorrangig der Frage einer potentiellen
genetischen Verénderung von PERV im Verlauf eines mdglichen Adaptationsprozesses
nach. Dabei liell sich mit Anstieg der Passagenzahl eine Verlangerung der LTR-Region
im proviralen Genom beobachten (Abbildung 3.14). Die Klonierung und Sequenzierung
der PERV-A/C LTRs der jeweiligen Passagen zeigte, dal die Expansion der LTR auf
einer Multimerisierung von repetitiven Sequenzabschnitten im Bereich der U3 Region
der LTRs beruht (Abbildung 3.15). Gleiche Beobachtungen konnten bei der Passagie-
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rung einer PERV-A/PERV-B-Mischpopulation (PERV/293) gemacht werden (Abbil-
dung 3.17; Denner et al., 2001; 2002b), sowie bei der Passagierung von molekularen
Klonen von PERV-A und PERV-B (Czauderna et al., 2000).

Ahnliche Multimerisierungen von bestimmten Sequenzmotiven konnten bereits auch in
anderen retroviralen LTRs wie z.B. in denen der endogenen Leukamievieren der Maus
und der Katze beobachtet werden (DesGroseillers und Jolicoeur, 1984; Golemis et al.,
1990; Athas et al., 1995; Starkey et al., 1998). Dabei ist die Struktur der viralen LTR
einerseits malgeblich flr den Zelltropismus (Rudell, 1995; Palmarini et al., 2000), so-
wie andererseits fur die Infektiositdt und Onkogenitét der Viren verantwortlich (Robin-
son et al., 1982; Lenz und Haseltine, 1983; Brown et al., 1988). Bei FeLV und MLV ist
mit der veranderten LTR-Struktur durch die Multimerisierung der jeweiligen Sequenz-
motive meist eine Zunahme der Pathogenitat assoziiert (Rohn und Overbaugh, 1995).
Fur PERV konnte jedoch bislang noch kein pathogenes Potential ermittelt werden.

Im Fall von PERV kam es allerdings mit jeder Passage von PERV-A/C und des PERV-
A/PERV-B Gemisches (PERV/293) auf humanen 293 Zellen zu einem Anstieg des vira-
len Titers (Abbildung 3.16). Da fur viele Viren bereits gezeigt werden konnte, daf3 ihre
Pathogenitat mit der Viruslast verknipft ist (Fauci, 1988), konnte eine gesteigerte
Replikation von PERV auf humanen Zellen ebenfalls das Risiko von potentiell patho-
genen Folgen erhéhen. Die Ursache dieser erhdhten Replikation von PERV |aft sich auf
die Multimerisierung der repetitiven Sequenzabschnitte (,,Repeats”) im Bereich der
LTR zuruckfihren. In Expressionsstudien konnte den repetitiven Sequenzmotiven
bereits eine Transkriptions-regulierende Funktion zugeordnet werden (Abbildung 4.2;
Denner et al., 2002b; Scheef et al., 2001).
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Abbildung 4.2: Schematische Darstellung der Expression eines Marker-Gens in
Abhangigkeit von der Stuktur der PERV-LTR. Die unterschiedliche Anzahl von Repeats in
der PERV-A/C LTR reguliert die Expression des nachfolgenden Luziferase-Gens. Die Expression erfolgt
um so starker, je mehr Repeats sich in einer LTR befinden. Die Expression der Luziferase ist in relativen
Lichteinheiten (RLE) nach Abzug der basalen Lumineszenz angegeben. Die Standardabweichung ergibt
sich aus Messungen von Triplikaten.
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Dabei wurde deutlich, dal’ die Replikation der Proviren in Abhangigkeit von der Anzahl
der Repeats erfolgt. Je mehr Repeats sich in einer PERV-LTR befinden, umso stérker
erfolgt die Transkription der nachfolgenden viralen Gene. Der mit der Passagenzahl
ansteigende Virustiter korreliert daher direkt mit der genetischen Modifikation in der
LTR der Viren.

Bei PERV/5° und dessen verwandten Passagen handelt es sich bei den Repeats um eine
37 bp lange Sequenz, welche kurz vor der viralen TATA-Box in der U3-Region der
LTR zu finden ist (Abbildung 3.17). Die Nukletotidsequenz der PERV/5°-LTR ist dabei
stark homolog zu den bekannten Sequenzen der proviralen PERV-C LTRs, welche u. a.
im Genom von Mini-Schweinen verankert sind (Abbildung 3.17). Die im Genom dieser
Schweine vorkommenden PERV-C Proviren enthalten allerdings in ihren LTRs vermut-
lich nur eine Abfolge dieser repetitiven Sequenzen (PERV-MSL, Akiyoshi et al., 1998;
PERV-Tsukuba-1, Suzuka et al., 1986).

Die Repeats von PERV/293 (PERV-A/PERV-B) und dessen Passagen, sowie der Pas-
sagen der molekularen Klone von PERV-A und PERV-B, sind dagegen 18 bp und 21 bp
lang. Diese Repeats lassen sich zu einem 39 bp langem Sequenzmotiv zusammenschlie-
Ren, welches hohe Homologie zu den 37 bp Repeats der PERV-A/C LTRs besitzt (Ab-
bildung 4.3). In der LTR-Sequenz von PERV-A und PERV-B Proviren in der DNA von
PK-15 Zellen findet man 1-4 dieser 39 bp langen repetitiven Sequenzfolgen (Krach et
al., 2001). Im Verlauf der seriellen Passagierung kommt es pro Passage zum Hinzufu-
gen von einem bis mehreren Repeats. Die Anzahl der repetitiven Sequenzmotive in den
jeweiligen LTRs scheint variabel zu sein, denn provirale DNA aus den Zellen einer Pas-
sage weisen unterschiedliche Anzahl von Repeats auf. In Passage 5 von PERV-A/C
findet man maximal 5 Repeats. Die gleiche maximale Anzahl von Repeats wurde fiir
passagierte Molekularklone von PERV-A und PERV-B beschrieben (Scheef et al.,
2001). Uber diese Anzahl hinaus, scheint eine weitere Verlangerung der LTR nicht
mehr moglich zu sein (Abbildung 3.14). Eventuell beruht diese Limitierung auf Interfe-
renzen bei der Verpackung des viralen RNA-Genoms (Martiney et al., 1999). Die statis-
tische Mehrheit der Proviren einer Passage enthélt jedoch die gleiche Anzahl an Repeats
(Abbildung 3.15, Denner et al., 2001; Scheef et al., 2001), was vermuten l&Rt, dal} es
sich dabei um die flr das Virus unter den gegebenen Bedingungen optimale Anzahl
handelt.

Diese Daten lieBen den SchluB zu, dal} es sich bei den einzelnen Repeats um Elemente
mit ,,Enhancer*-Funktion handeln muB, welche die Replikation von PERV beeinflussen.
Datenbankanalysen ergaben eine Homologie eines Bereiches innerhalb dieser repetiti-
ven Sequenzen zu Transkriptionsfaktorbindestellen fir den Transkriptionsfaktor NF-Y
(Abbildung 4.3; Denner et al., 2001; Denner et al., 2002b).
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PERV-A/C TATTTTGAAATGATTGGTTTGTAAAGCGCGGGCTTTG--
PERV-A TATTTTAAAATGATTGGTICCACGGAGCGCGGGCTCTCGA
PERV-B TATTTTAAAATGATTGG[ICCACGGAGCGCGGGCTCTCGA
TF NF-Y NYSATTGG)YA

Abbildung 4.3: Sequenzvergleich der repetitiven Sequenzmotive, in der LTR von

PERV-A/C, PERV-A und PERV-B. Die Repeats in PERV-A/C bestehen aus 37 bp. In PERV-A
und PERV-B kommen dagegen 18 bp und 21 bp lange Repeats vor, die sich zu einem 39 bp Element
zusammenfiigen. Dieses 39 bp Element weist hohe Homologie zu den Repeats in PERV-A/C auf. Die
Unterschiede in der Nukleotidabfolge zu der Repeat-Sequenz von PERV-A/C sind rot gekennzeichnet.
Die Sequenz des griin umrahmten Bereichs weist hohe Homologie zu einer Transkriptionsfaktorbin-
dungsstelle des TF NF-Y auf.

Obwohl viele der Transkriptionsfaktorbindestellen innerhalb der U3-Region verschie-
dener Gammaretroviren hoch konserviert sind (Golemis et al., 1990), ist das Vorkom-
men einer Transkriptionsfaktorbindungsstelle fir NF-Y wie in der PERV-LTR bei vira-
len LTRs bislang selten. Der Transkriptionsfaktor (TF) NF-Y ist ein sehr h&ufig vor-
kommender TF, und entsprechende Bindungsstellen konnten schon in ber 150 ver-
schiedenen eukaryotischen Promotoren identifiziert werden (Bucher, 1990). Repetitiv
vorkommende Bindungsstellen fir NF-Y sind dagegen sehr selten und in den meisten
eukaryotischen Promotoren findet man in der Regel nur eine dieser Bindungsstellen
(Mantovani, 1999). Ausnahmen davon bilden die Promotoren der Genfamilien, welche
im Verlauf der Antigenprasentation tber den MHC-Komplex Il (Mach et al., 1996),
sowie fur die allgemeine Regulation des Zell-Zyklus und die Proliferation aktiviert wer-
den (Zwicker et al., 1995). Zwar erfolgt die Bildung von NF-Y in Abhéngigkeit von
Zelltyp und Entwicklungsstadium der jeweiligen Zelle (Good und Chen, 1996), doch
das haufige Vorkommen des TF NF-Y ermdglicht PERV somit eine ,,Replikations-
Garantie” in einem breiten Spektrum von Zellen. Da NF-Y vorwiegend in proliferieren-
den Zellen gebildet wird, und die Integration von endogener Retroviren in die zellulare
DNA nur bei proliferierenden Zellen erfolgen kann (Coffin et al., 1997), nutzt das Virus
die Transkriptionsregulation sich teilender Zellen fur die Expression seiner eigene Pro-
viren. Die im Verlauf einer viralen Infektion induzierte Aktivierung der MHC-Komplex
I1-Gene, sowie vieler fur Zytokine kodierender Gene tber NF-Y, sichern dem Virus
zusatzlich seine Replikation in den infizierten Zellen. Darlber hinaus steigert der zellu-
lare Strefl3 der viralen Infektion nochmals die Bildung von NF-Y (Ubeda und Habener,
2000), was im Anbetracht der mehrfach vorkommenden NF-Y Bindungsstellen in der
PERV-LTR automatisch immer weiter zu einer Steigerung der PERV-Replikation fiih-
ren wirde.

Neben NF-Y konnten in den Repeats von PERV-A/C LTRs auch Bindungsstellen fir
den TF CEBPB identifiziert werden (Abbildung 3.20). Dieser ubiquitdr vorkommende
TF ist ein Transaktivator vieler Interleukin-Gene, welche im Rahmen einer viralen In-

104



V. DISKUSSION

fektion aktiviert werden. Die Bildung dieses TF kdnnte neben der Regulation durch NF-
Y die Replikation von PERV in infizierten Zellen weiter steigern.

Daruber hinaus konnten Bindungsstellen fir weitere TF im Bereich der gesamten LTR-
Sequenz identifiziert werden (Abbildung 3.20). Jedoch wurde deren Rolle in der Regu-
lation der Replikation von PERV bislang nicht weiter untersucht. Viele dieser TF wer-
den Zelltyp-spezifisch oder nur wéhrend bestimmter Entwicklungsstadien der Zelle ge-
bildet (siehe 3.1.4). Damit bieten sie dem Virus keine sichere Grundlage seiner Replika-
tion, wobei nicht ausgeschlossen werden kann, dal3 auch diese TF unter bestimmten
Bedingungen in die Replikation von PERV regulativ eingreifen kénnten.

Um den Anstieg des viralen Titers im Verlauf der Passagierung von PERV auf humanen
Zellen (Abbildung 3.16) eindeutig den genetischen Modifikationen in der LTR zuwei-
sen zu konnen, galt es eine Veranderung in der Rezeptor-bindenden Domane des &ulie-
ren Glykoproteins SU auszuschliefen. Dieses hétte dem Virus ermdglichen kdnnen,
vermehrt humane Zellen zu infizieren, und damit ebenfalls zu einer gesteigerten Virus-
freisetzung gefuhrt.

Bei PERV/5° handelt es sich um die flinfte Passage eines rekombinierten Virus aus Se-
quenzbereichen von PERV-A und PERV-C auf humanen 293 Zellen (Denner et al.,
2001). Die initiale Infektion der humanen Zellen erfolgt mit einer PERV-
Mischpopulation, bestehend aus PERV-A, PERV-B und PERV-C, welche aus Mitogen-
stimulierten PBMCs eines Mini-Schweins freigesetzt wurde (Wilson et al., 1998). Se-
guenzanalysen zeigten, dal} die Rekombination in dem fiir den TM-Bereich kodierenden
Abschnitt des env-Gens im Verlauf der ersten Passage von PERV (PERV/1°) auf der
humane Zell-Linie 293 stattfand (Abbildung 4.4; Wilson et al., 2000).

PERV-A

PERV-C

PERV/1° (A/C)

Abbildung 4.4: Schematische Darstellung der Rekombination von PERV-A/C. Im
TM-Bereich des env-Gens von PERV/1° kam es zu einer Rekombination von PERV-A und PERV-C
(Abbildung veréndert nach Wilson et al., 2000).
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Das daraus resultierende Virus enthélt ein komplettes PERV-C-Genom, mit einem env-
Gen, welches fur ein Oberflachenglykoprotein (SU) von PERV-A kodiert. Dementspre-
chend weist diese PERV-A/C Rekombinanten auch den Wirtstropismus von PERV-A
auf. Ahnliche Rekombinationen von PERV-A und PERV-C konnten auch von anderen
Gruppen gezeigt werden (Niebert et al., 2002). Dartiber hinaus konnten auch Rekombi-
nationen von PERV-A und PERV-B gefunden werden (Tonjes et al., 2000).

Durch die Klonierung und Sequenzierung der SU Region von PERV/3° und PERV/5°
lie} sich der PERV-A Tropismus auch fiir diese Passagen von PERV-A/C bestétigen
(Abbildung 3.19). Weiterhin zeigte sich, dall es im Verlauf der Passagierung nicht zu
einer Modifikation von SU im Bereich der Rezeptorbindungsstelle gekommen war (Ab-
bildung 3.19). AuRer einem R-G Aminosdureaustausch zeigten sich die Sequenzen der
Passage 3 und der Passage 5 von PERV-A/C als 100% homolog. Der beobachtete An-
stieg des Virustiters im Verlauf der seriellen Passagierung von PERV auf humanen Zel-
len konnte damit eindeutig der Multimerisierung von Transkriptiomnsfaktorbin-
dungsstellen im Bereich der U3 Region der viralen LTR, und der damit vermehrten
Bindung von Transkriptionsfaktoren an diese cis-Elementen zugeordnet werden (Den-
ner et al., 2002b). Allerdings gilt dabei zu berucksichtigen, daR die beschriebenen
Adaptationsprozesse von PERV an humane Zellen bislang nur in der Zell-Linie 293
gezeigt wurden. Dies gibt damit zwar erste Hinweise auf eine Adaptation des Virus an
humane Zellen, doch bleibt zu priifen, ob der beobachtete Effekt nicht ausschlieBlich in
der fur ihre Immortalisierung mit Adenovirus 5-Sequenzen transformierten Zell-Linie
293 erfolgt. Fir eine abschlielende Beurteilung der Daten, mul} daher die Adaptation
von PERV noch zusatzlich mit priméren humanen Zellen und in einem adaquaten Tier-
modell in vivo verifiziert werden.
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4.2 Keine Ubertragung von PERV in vivo

Die Infektion vieler Zellen unterschiedlichster Spezies mit PERV in vitro zeigte, daf}
das Wirtsspektrum von PERV weit gefachert ist. Jedoch beweist die Infektion von Zel-
len einer Spezies in vitro nicht die Suszeptibilitat dieser Spezies in vivo. Flr die Evalu-
ierung der Virussicherheit bei der Xenotransplantation ist allerdings das Infektionspo-
tential von PERV in vivo von fundamentaler Bedeutung. Doch bislang konnten in ersten
experimentellen Xenotransplantationen mit nicht-humanen Primaten (Martin et al.,
1998b; Winkler et al., 1999; Switzer et al., 2001), oder in ersten klinischen Xe-
notransplantationen (Paradis et al., 1999; Patience et al., 1998) keine Hinweise einer
Ubertragung von PERV in vivo gefunden werden. Dabei gilt zu bedenken, daB bei den
experimentellen Xenotransplantationen mit nicht-humanen Primaten die Uberlebenszei-
ten der porcinen Xenotransplantate, und somit auch die der Rezipienten, meist sehr kurz
waren. Somit bleibt fraglich, ob innerhalb der erreichten Zeitrdume von einigen Stunden
bis hin zu wenigen Tagen, das zu evaluierende Risiko einer PERV-Transmission von
einem fur Jahre implantierten Xenotransplantat in einem humanen Rezipienten ausrei-
chend abgeschatzt werden kann. Auch bleibt immer die Frage offen, ob die in nicht-
humanen Primaten erhobenen Daten im vollen Umfang auf die Situation im Menschen
Ubertragbar sind.

Ahnlich gestaltet sich die Aussagekraft der klinischen Xenotransplantationen. Zwar
wurde hierbei die klinische Situation einer Xenotransplantation direkt im humanen Re-
zipienten untersucht, doch sind fiir die Interpretation der Ergebnisse verschiedene As-
pekte zu bedenken:

1. Die Kontaktzeit der porcinen Gewebe im humanen Rezipienten war auch hier meist
sehr kurz (Patience et al., 1998; Paradis et al., 1999), so daR sie mit der Verweildau-
er eines dauerhaft implantierten Organs nicht zu vergleichen ist.

2. Bei der Transplantation von z.B. neuronalen Zellen (Fink et al., 2000; Schumacher
et al., 2000) oder Inselzellen (Heneine et al., 1998) entspricht die Zellzahl von etwa
400.000 Zellen nur einem Bruchteil der Zellmasse eines soliden Organs.

3. Bei vielen der zelluldren Xenotransplantate handelte es sich um verkapseltes Zell-
material (Elliott et al., 2000; Petersen et al., 2002), welches so vor dem Zugriff des
humanen Immunsystem geschutzt wurde. Diese Mdglichkeit scheidet allerdings bei
der Implantation von Organen aus.

4. Bei vielen der klinischen Xenotransplantationen handelte es sich um extrakorporale
Perfusionssysteme (Pitkin und Mullon, 1999; Levy et al., 2000). Die Perfusion
durch ein externes porcines Organ oder bioartifizielle Perfusionsreaktoren vermin-
dern die Kontaktflache der porcinen Zellen mit dem humanen Rezipienten um ein
Vielfaches. Ein porcines Organ wirde dagegen an den natirlichen Schutzbarrieren
des Menschen vorbei vollstandig in den Organismus eingebracht werden.

107



V. DISKUSSION

5. Die Immunsuppression der humanen Rezipienten war zum Teil gering, und ent-
sprach den Bedingungen einer Allotransplantation. Dagegen mdif3t fur die Durchfih-
rung einer Xenotransplantation die Immunsuppression aufgrund der starkeren Ab-
stoRung deutlich erhoht werden, was dem Ubertragungsrisiko von PERYV forderlich
sein konnte.

6. Der fur die Verminderung der immunologischen AbstoRungsreaktionen angestrebte
Einsatz von gentechnisch veranderten Schweinen ist in vivo bislang kaum unter-
sucht. Auf die Problematik der Verwendung von porcinen Xenotransplantaten von
a-Gal-knock-out Schweinen (Lai et al., 2002; Dai et al., 2002), oder von Schwei-
nen, welche humane Komplementregulatorproteine exprimieren (Schmoeckel et al.,
1997; Byrne et al., 1997), wurde unter 1.1.2 und 1.2.3 bereits eingegangen. Die ge-
netische Modifikation von Spendertieren kdnnte daher ebenso das Risiko einer
Ubertragung von PERYV in vivo signifikant erhdhen (Weiss et al., 1998; 1999).

Vor dem Hintergrund dieser Aspekte, und der dennoch bestehenden Notwendigkeit ei-
nes Tiermodells fir PERV, wurden im Verlauf dieser Arbeit verschiedene in vivo Stu-
dien durchgefiihrt. Dabei wurde aus ethischen, sowie praktischen Griinden vorrangig
der Aufbau eines Kleintiermodells angestrebt. Andererseits wurde mit Hinblick auf eine
bessere Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf die klinische Situation beim Menschen eine
experimentelle Studie mit nicht-humanen Primaten durchgefihrt.

Basierend auf dem Nachweis des zelluldren Rezeptors fur mindestens PERV-B auf Rat-
tenzellen (Takeuchi et al., 1998), wurden Ratten als eine Spezies fiir die Etablierung
eines Tiermodells gewahlt (Specke et al., 2001a). Die Tiere wurden dabei in Gruppen
unterteilt, welche entweder zellfrei oder zellassoziiert mit PERVs verschiedenen Ur-
sprungs inokuliert wurden. Ferner wurden fiir die Simulation einer Kklinischen Xe-
notransplantation einige Gruppen der Tiere immunsupprimiert (Tabelle 3.5).

Nach der Inokulation wurde den Tieren regelméiig Blut entnommen und auf die Bil-
dung von Antikorpern gegen PERV, sowie auf die Integration von PERV-Proviren un-
tersucht. Alle vier Wochen wurde ein Tier jeder Gruppe euthanasiert, und die DNA von
Lymphknoten, Milz und Niere ebenfalls auf die Integration proviraler DNA von PERV
untersucht. Innerhalb von drei Monate nach der Inokulation zeigte keines der Tiere eine
Bildung von Antikorpern gegen PERV. Auch war bei keinem der Tiere eine Integration
von PERV-Proviren in die DNA von Blutzellen oder Zellen verschiedener Organe
nachweisbar (Abbildung 3.21; Specke et al., 2001a).

Parallel zu den Ratten-Experimenten wurden Meerschweinchen als ein weitere Spezies
flr die Etablierung eines Tiermodell genutzt (Tabelle 3.5; Specke et al., 2001a), da die-
se Spezies als suszeptibel fur eine Infektion mit PERV gilt (Onions et al., personliche
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Mitteilung). Naive Meerschweinchen wurden dazu zellfrei mit PERV/PK und
PERV/293 inokuliert und tber drei Monate auf eine Infektion mit PERV untersucht. Bei
keinem der Tiere liel3 sich in regelmaRigen Serumanalysen eine Produktion von Anti-
korpern gegen PERV nachweisen, sowie eine Provirus-Integration in Blutzellen oder
Zellen verschiedener Organe detektieren (Abbildung 3.21).

Die produktive Infektion der Nerzzell-Line Mv1Lu (3.1.1.1 und Abbildungen 3.3 und
3.4) bedingte durch die Inkorporation von Plasmamembranproteinen die Adaptation von
PERV/Mv1Lu an die Spezies Nerz. Diese Tatsache wurde in einer experimentellen Stu-
die mit naiven Nerzen genutzt, um eine potentielle Verbreitung eines an die Empféanger-
spezies adaptierten PERV in vivo zu untersuchen (Tabelle 3.6; Specke et al., 2001c).
Dieser Ansatz war von besonderem Interesse, da hierbei die Transspezies-Ubertragung
bereits in vitro erfolgt war. Dartiber hinaus konnte im Verlauf von seriellen Passagie-
rungen von PERV/Mv1Lu auf Nerz-Zellen eine &hnliche genetische Adaptation beo-
bachtet werden (Abbildung 3.22), wie bei der seriellen Passagierung von PERV auf
humanen Zellen (siehe 3.1.4). Die Inokulation der Nerze mit PERV/Mv1Lu bot damit
die Moglichkeit, die potentielle Ausbreitung von PERV nach seiner initialen Ubertra-
gung auf Zellen der Spezies in den Tieren zu untersuchen. Da es im Verlauf von drei
Monaten nicht zu einer Bildung von Antikdérpern gegen das inokulierte Virus kam, und
sich keine Integration von PERV-Proviren in die DNA von Blutzellen oder Zellen ver-
schiedener Organe detektiern lieR (Abbildung 3.23), mul} davon ausgegangen werden,
dal} es auch bei der Verwendung des Spezies-adaptiertem PERV/Mv1Lu zu keiner In-
fektion der Nerze in vivo gekommen ist.

Es laRt sich damit abschlieRend festhalten, daB es unter den gewahlten Versuchsbedin-
gungen bei keiner der Studien zu einer Ubertragung von PERV in vivo gekommen ist.
Auch liel’ sich bei keinem der inokulierten Tiere eine Produktion von Antikdrpern ge-
gen PERV nachweisen. Dies deutet darauf hin, daf} die inokulierte Virusmenge entwe-
der fir die Aktivierung der zelluldren Immunantwort zu gering war, oder es durch das
natlrliche Immunsystem zu einer schnellen Eliminierung von PERV gekommen ist.
Dabei laRt sich allerdings nicht ausschliel3en, dal3 es bei einer Inokulation héherer Titer
von PERV zu einer Transmission des Virus auf die Ratten, die Meerschweinchen oder
die Nerze in vivo kommen konnte.

Diesen Daten steht die Infektion von SCID-Mausen gegenuber, in welchen nach der
Implantation porciner Pankreaszellen provirale Sequenzen von PERV detektiert werden
konnten (Van der Laan et al., 2000; Deng et al., 2000). Die Amplifikation von PERV-
Sequenzen erfolgte dabei vorwiegend in der DNA von Milz und Leber, jedoch auch in
anderen Organen der Tiere. Da den SCID-M&usen pocine Zellen implantiert wurden, ist
das Auftreten von Mikrochimerismen bei diesen Studien als auf3erst problematisch fur
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die Analyse der Daten anzusehen. Da jedoch in den Zellen der Milz und der Leber keine
porcine DNA detektiert werden konnte, mu3 zumindest in diesen Geweben von einer
Integration von PERV ausgegangen werden. Trotz dieser Tatsache bleibt die Aussage-
kraft der Infektion von SCID-Mausen fiir die Xenotransplantation limitiert. Die Immun-
deffizienz der SCID-Mause, welche auf einem Defekt in der Differenzierung von B-
und T-Zellen basiert, ist nicht mit der pharmakologischen Immunsuppression einer kli-
nischen Xenotransplantation zu vergleichen. Selbst unter starkster Immunsuppression
wird der humane Rezipient weiterhin iber eine angeborene Immunitét verfigen. Dieses
ermoglicht ihm Gber die im humanen Serum praformiert vorliegenden natdrlichen Anti-
korper (NAs) (Avrameas, 1991) das Virus zumindest ansatzweise zu eliminieren.. NAs
wurden auch im Serum normaler immunkompetenter Méuse gefunden (Herzenberg und
Kantor, 1993), doch da NAs vorwiegend von CD5-positiven B-Zellen gebildet werden
(Herzenberg und Kantor, 1993; Casali und Notkins, 1989), kann ihre Bildung aufgrund
des oben genannten Immundefektes in SCID-Mausen nicht erfolgen.

Trotzdem zeigen die Infektionen der SCID-Méuse, daR eine Transspezies-Ubertragung
von PERV auch in vivo erfolgen kdnnte. Daher ist das Risiko einer Transmission von
PERV im Rahmen einer Xenotransplantation, insbesondere bei Applikation hoher Do-
sen potenter Immunsuppressiva, oder der Verwendung von Organen gentechnisch ver-
anderter Schweine, sorgfaltig gegeniiber dem Nutzen flr Rezipient und Gesellschaft
abzuwaégen (siehe unten).

Um ein Tiermodell zu etablieren, welches so nahe wie mdglich an der Situation des
humanen Xenotransplantat-Rezipienten orientiert ist, wurde in dieser Arbeit weiterhin
eine in vivo Studie mit nicht-humanen Primaten durchgefihrt (siehe 3.2.2; Specke et al.,
2001d; 2002a-c). Hierbei wurde eine Situation simuliert, welche ein ,,worst case scena-
rio” mit starker Virusfreisetztung nach einer Xenotransplantation widerspiegelt. Dafr
wurden drei Spezies nicht-humaner Primaten gewahlt, fur die in vitro gezeigt werden
konnte, dalR primare Zellen der Tiere die Replikation von PERV unterstutzen (siehe
3.1.2; Specke et al., 2002b;). Die Tiere wurden dabei analog zu einer klinischen Xe-
notransplantation pharmakologisch immunsuppimiert (siehe 2.5.5.3), und mehrfach mit
hohen Titern von PERV inokuliert (siehe 2.5.5.3 und Abbildung 2.5).Bis zu einem Zeit-
raum von einem Jahr wurden die Tiere auf Antikdrperbildung gegen PERV und die In-
tegration von Proviren untersucht. In sequentiellen Western Blot-Analysen konnte wah-
rend dieser Zeit bei keinem der Tiere eine Produktion von Antikdrpern gegen PERV
detektiert werden (Abbildung 3.24A). Diese Daten konnten weiterhin in ELISAs mit
den rekombinanten Proteinen p27Gag und p15Env von PERV verifiziert werden. Auch
in diesen Tests gelang kein Nachweis von Antikdrpern gegen PERV im Serum der Tie-
re, was darauf hindeutet, dal? es zu keiner persistenten Infektion der Affen gekommen
war. Diese Daten wurden weiterhin durch die Tatsache gestitzt, daf sich in dem Serum
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der Tiere weder RT-Aktivitat mittels eines Gammaretroviren-spezifischen RT-Assays,
noch virale RNA mittels RT-PCR detektieren lieR3.

Das Ausbleiben einer Antikorperreaktion gegen das inokulierte Virus konnte auf die
Wirkung der applizierten Immunsuppressiva zurlickzufiihren sein. Doch zeigten die
Tiere eine Immunreaktion gegen fotales Kalberserum, welches als Bestandteil des Kul-
turmediums der PERV-produzierenden Zellen mit dem Virus-haltigen Uberstand inoku-
liert wurde (Abbildung 3.26). Auch erfolgte im Verlauf der Studie bei allen Tieren ein
Aussetzen der Immunsuppression von mindestens 60 Tagen (Abbildung 2.5), was im
Fall einer PERV-Infektion mit nachfolgender Replikation des Virus einen ausreichen-
den Zeitraum darstellt, um detektierbare Antikdrper gegen das Virus zu bilden.

Um auszuschlieRBen, dal3 es zu einer Integration von PERV Proviren in die zellulare
DNA der Tiere gekommen ist, wurde das Blut der Tiere parallel zu den immunologi-
schen Untersuchungen mittels nested-PCR auf provirale DNA von PERV untersucht.
Diese mit spezifischen Primern fir die Sequenzabschnitte von gag, pol und env von
PERV durchgefiihrten PCR-Analysen zeigten, da keine Integration von PERV provira-
ler DNA erfolgt war (Abbildung 3.27). Diese Daten stehen in deutlichem Widerspruch
zu den vorhergehenden in vitro Untersuchungen, in denen gezeigt werden konnte, dal}
PBMCs der selben Tiere fir eine Infektion mit PERV aus dem selben Virusstock sus-
zeptibel sind (siehe 3.1.2; Specke et al., 2002b).

Da weiterhin die Mdéglichkeit bestand, dal’ sich das inokulierte Virus in die DNA von
Zellen anderer Organe integriert hat, wurde nach der Euthanasie der Tiere DNA aus den
Lymphknoten, der Leber, der Lunge, der Milz, den Nieren und dem Herz isoliert, und
auf PERV Proviren untersucht. In der DNA der jeweiligen Organe der Rhesus-Affen
178 und 179, sowie der beiden Paviane war eine Amplifikation von PERV proviraler
DNA nicht moglich (Abbildung 3.28).

Bei dem Rhesus-Affen 180 war es dagegen zu der Bildung von Tumoren an den Appli-
kationsstellen des Virus gekommen (Abbildung 3.30). Uber spezifische PCR-Methoden
konnte jedoch nachgewiesen werden, dal3 die entstandenen Tumore nicht durch PERV
induziert wurden, sondern auf einem onkogenen Potential der inokulierten 293 Zellen
beruhten. Das onkogene Potential der 293 Zellen konnte bereits in frilheren Studien bei
der Inokulation von Nackt-Mé&usen beobachtet werden (Busuttil et al., 1986). Vermut-
lich basiert die Onkogenitat der 293 Zellen auf den fur die Immortalisierung der Zell-
Linie eingebrachten E1-Sequenzen des Adenovirus 5 (Graham und Smiley, 1977; Louis
et al., 1997), da flr dieses bereits ein pathogenes Potential in vivo gezeigt werden konn-
te (Ackrill und Blair, 1988). Diese Sequenzbereiche des Adenovirus 5 ermdglichten
uber die spezifische Amplifikation des E1A-Gens eine Identifikation der Tumorzellen
als proliferierende 293 Zellen (siehe Abbildung 3.32), so daB auch fir diesen Affen eine
Infektion mit PERV in vivo ausgeschlossen werden konnte.
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Zusammenfassend liel3 sich daher sagen, dal bei keinem der nicht-humanen Primaten
im Verlauf der durchgefilhrten Langzeitstudie eine Ubertragung von PERV in vivo
nachweisbar war, obwohl

1. Zellen der selben Tiere in vitro mit PERV produktiv infizierbar waren,

2. die Tiere taglich eine hohe Immunsuppression durch Dreifachkombination von Cs-
A, RAD und Prednisolon erhielten,

3. sehr hohe Titer von PERV (1x10° TCIDsp) mehrfach (3X) und iiber verschiedene
Injektionsarten (ip, im, iv, sc) appliziert wurden,

4. neben zellfeiem Virus auch zellassoziiertes Virus inokuliert wurde, wobei der Zell-
Zell-Kontakt vielen Viren eine sehr effiziente Moglichkeit der Infektion bietet.

Diese Daten lassen vermuten, daf es trotz der applizierten Immunsuppression zu einer
effizienten Eliminierung des Virus durch das naturliche Immunsystem der Tiere ge-
kommen sein muB. Hierbei kénnten natiirliche Antikorper (NAs) eine elementare Rolle
gespielt haben. Die meisten NAs gehéren zu dem Isotyp der IgM-Antikdrper (Ochsen-
bein und Zinkernagel, 2000), wobei bereits auch NAs der Isotypen IgG und IgA be-
schrieben wurden (Avrameas, 1991). Fiur NAs konnte gezeigt werden, dal} sie zu einer
sofortigen und hoch effizienten Neutralisierung von Viren aus dem Blutkreislauf beitra-
gen (Gobet et al., 1988; Ochsenbein et al., 1999). Weiterhin konnte gezeigt werden, dal3
Viren Uber eine NA-induzierte Aktivierung des Komplementsystems eliminiert werden
kénnen (Carroll, 1998). Dabei bindet C1q an das Retrovirus, induziert die Spaltung von
C3 und C4 Molekilen, deren Spaltungsprodukte letztlich die direkte Lyse der Viren
einleiten (Lachmann und Davies, 1997). Ahnliche Daten konnten bereits fir die Elimi-
nierung des simianen Immundefizienz Virus (SIV) gezeigt werden. Nach der Inokula-
tion hoher Dosen von SIV in Rhesus-Affen wurde das Virus innerhalb kirzester Zeit
aus dem Blutkreislauf eliminiert. Die Halbwertszeit des Virus im Plasma der Tiere wur-
de dabei mit 3,3 Minuten ermittelt (Zhang et al., 1999). Die meisten Retroviren sind
zwar in der Lage, sehr schnell (ca. 5 Minuten) tber die Ausbildung von Mikrospikes an
die Zielzelle zu adhdrieren (Gilbert et al., 1990), doch bendtigen sie fur die Fusion mit
der Zelle von 15 Minuten bis zu mehreren Stunden (Coffin et al., 1997). Innerhalb die-
ses Zeitraums bleiben die Viren fir das Immunsystem angreifbar und kénnen bis zur
vollstéandig erfolgten Endozytose von diesem eliminiert werden (Srivastava et al., 1991).
Neben den NAs und den Proteinen des Komlementsystem befinden sich im humanen
Serum noch eine Reihe weiterer natlrlich vorkommender ,antiviral* wirkender Sub-
stanzen (Baron et al., 2000). Die meisten dieser Inhibitoren viraler Infektionen sind bis-
lang jedoch weitgehend uncharakterisiert. Dabei scheinen einige der Inhibitoren nur
gegen Infektionen bestimmter Gruppen von Viren aktiv zu sein. So konnten spezifische
Infektions-Inhibitoren fur Myxoviren (Kriznova und Rathova, 1969), fir Togaviren
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(Shortridge und Ho, 1974) und fur Retroviren (Welsh et al., 1976) identifiziert werden.
Allerdings scheinen mindestens vier Inhibitoren im humanen Serum zu existieren, wel-
che gegen ein breites Spektrum von viralen Infektionen Aktivitat zeigen (Baron et al.,
2000). Dabei kommen Interferon und der Tumor Necrosis Factor (TNF) als Inhibitoren
vor, deren Bildung z.B. durch eine virale Infektion induziert wird (Czarniecki, 1993,;
Wallace et al., 1994). Das Glykoprotein UTIP und das high-density Lipoprotein (HDL)
kommen dagegen konstitutiv im humanen Serum vor. UTIB verhindert vermutlich die
Anlagerung des Virus (,,Attachment®) an die Zelle, wohingegen HDL die Fusion mit
der zelluldaren Membran verhindert (Singh et al., 1999). Diese Effekte ermdglichen dem
natlrlichen und adaptiven Immunsystem Uber einen langeren Zeitraum Zugriff auf die
freien Virionen, was in einer effizienteren Eliminierung der Viren, und damit zu einer
Verminderung der Infektionsrate fuhrt.

Das Vorkommen von natirlichen Antikoérpen, sowie von Proteinen des Komplement-
systems oder antiviral wirkenden Inhibitoren kénnte daher die Ursache sein, daB fir
viele virale Infektionen in vivo vielfach héhere Virus-Titer nétig sind, als fir die Infek-
tion von Zellen der gleichen Spezies in vitro (Baron et al., 2000). Da die im Verlauf
dieser Arbeit etablierten Tiermodell eine Ubertragung von PERYV in vivo zeigten (siehe
3.2.1 und 3.2.2), obwohl Zellen der selben Spezies in vitro infizierbar waren (siehe
3.1.1 und 3.1.2), kann daraus der Schluf} gezogen werden, daR die inokulierte Virus-
menge nicht ausreichend war, um eine Infektion in vivo zu induzieren. In diesem Zu-
sammenhang ist zu berlcksichtigen, daR die Freisetzung von PERV aus porcinem Ge-
webe vermutlich sehr gering ist. In in vitro-Studien konnte gezeigt werden, dal3 die
Freisetzung von PERV aus primaren porcinen Zellen und Zell-Linien im Vergleich zu
der Freisetzung aus Zellen anderer Spezies nur schwach erfolgt (Specke et al., 2001a).
Damit 188t sich fur die Fragestellung dieser Arbeit nach der Virussicherheit bei der Xe-
notransplantation vorlaufig sagen, daB sich aus dieser und anderen Arbeiten zum jetzi-
gen Zeitpunkt keine Hinweise einer Transspezies-Ubertragung von PERV in vivo erge-
ben haben. Doch sind fir eine endgiltige Risikoabschéatzung bei der Xenotransplanta-
tion noch verschiedene weitere Implikationen zu berticksichtigen.

4.3. Implikationen fur die Xenotransplantation

Der immer weiter steigende Bedarf an Allotransplantaten zwingt die heutige Medizin zu
der Suche nach einer innovativen Losung, um den bereits bestehenden Mangel an ver-
fligbaren Transplantaten zu decken. Dabei bietet die Xenotransplantation gegenuber den
anderen diskutierten Ansétzen, wie z.B. dem ,,Tissue Engeneering“ oder der Stammzell-
therapie, eine schnelle Mdglichkeit, diesen Mangel zumindest kurzzeitig zu Uberbri-
cken. Allerdings beinhaltet die Xenotransplantation die Gefahr der Ubertragung von
porcinen Patogenen auf den humanen Rezipienten (Onions und Witt, 2000). Die Infek-
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tion von humanen Zellen mit PERYV in vitro (Patience et al., 1997) und die Ubertragung
von PERV auf SCID-Maduse in vivo (Deng et al., 2000; Van der Laan et al., 2000) zei-
gen, daR eine Ubertragung von PERV im Rahmen einer Xenotransplantation potentiell
erfolgen konnte. Doch zeigte keine der bisher durchgefiihrten experimentellen und kli-
nischen Xenotransplantationen eine Transmission von PERV auf den jeweiligen Rezi-
pienten (Martin et al., 1998; Winkler et al., 1999; Switzer et al., 2001; Patience et al.,
1998; Paradis et al., 1999; Pitkin und Mullon, 1999; Levy et al., 2000; Herring et al.,
2001). Auch fiihrten die in dieser Arbeit durchgefiihrten in vivo Studien zu keine Uber-
tragung von PERV auf Kleintiere oder nicht-humane Primaten (siehe 3.1; Specke et al.,
2001a,c, 2002a-c).

Doch bleiben die Folgen der bereits erwéhnten Aspekte der Verwendung von gentech-
nisch veranderten Schweinen als Organspender (Abbildung 4.5; Schmoeckel et al.,
1997; Byrne et al., 1997; Niemann, 2001; Takefman et al., 2002; Lai et al., 2002; Dai et
al., 2002), des Einsatzes von neuen, auf die Gegebenheiten der Xenotransplantation
ausgerichteten Immunsuppressiva, die Madglichkeiten von Rekombinationen von
PERVs untereinander (Wilson et al., 2000; Tonjes et al., 2000; Niebert et al., 2002),
sowie die Rekombination mit humanen Retroviren, und die Adapation von PERV an
humane Zellen in vivo noch nicht erforscht. Diese Mdglichkeiten sind daher vor Beginn
der klinischen Realitat der Xenotransplantation grundlich zu analysieren, und die even-
tuellen Folgen fur den Rezipienten und die Gesellschaft sorgfaltig gegeneinander abzu-
wégen (Bach et al., 1998; Persson et al., 2001).

Demgegentber stehen einige Ansétze, die eine Verminderung des mikrobiologischen
Risikos, und insbesondere des Risikos einer Infektion mit PERV, zur Intention haben.
Als ein erstes Ziel ist dabei die Eliminierung der PERV Proviren aus dem porcinen Ge-
nom zu nennen. Dies scheint zur Zeit aber insbesondere aus technischen Griinden un-
maoglich, da mindestens 50 Proviren an verschiedenen Loci des pocinen Genoms integ-
riert sind (Akiyoshi et al., 1998; Patience et al., 2001). Selbst bei der genetischen Elimi-
nierung der bislang bekannten vollstandigen Proviren von humanotropen PERVS, bleibt
das Risiko der Rekombination von defekten Proviren zu neuen, infektiésen Viren. Zwar
scheinen alle bisher bekannten Schweinerassen PERV zu exprimieren (Jin et al., 2000;
Ericsson et al., 2001), doch konnten in diesem Zusammenhang bereits Schweinerassen
identifiziert werden, welche vergleichsweise weniger PERV exprimieren, so dal3 durch
Zuchtung durchaus Rassen gewonnen werden konnten, welche eine geringere PERV-
Expression zeigen (Dorey, 2000; Wilson, 2001; Tacke et al., 2002).

Aber auch bei der Verwendung von Xenotransplantaten solcher oder anderer Schweine-
rassen ist die Uberpriifung des Rezipienten auf eine potentielle Infektion mit PERV
trotzdem unerlailich. Daher wurden in letzter Zeit eine Vielzahl von sensitiven Detekti-
onsmethoden etabliert, um im Vorfeld das Spendertier, sowie im Fall einer klinischen
Anwendung den Patienten adaquat untersuchen zu kdnnen (Matthews et al., 1999; Gal-
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braith et al., 2000; Tacke et al., 2001; Blusch et al., 2000b; Stephan et al., 2001). Wiirde
es dabei dennoch zu einer Ubertragung von PERV kommen, konnten bereits verschie-
dene Ansétze fur eine antivirale Sofortmanahme und eventuell mégliche Therapie der
PERV Infektion entwickelt werden (Powell et al., 2000; Qari et al., 2001; Stephan et al.,
2001; Leventhal et al., 2001).

Trotz dieser Aspekte bleibt die Xenotransplantation weiterhin mit dem Risiko einer
Ubertragung von PERV mit dem porcinen Xenotransplantat auf den humanen Rezipien-
ten behaftet. Dabei ist nicht nur das eventuell tumorigene Potential von PERV zu be-
riicksichtigen, sondern auch seine potentiell immunsuppressiven Eigenschaften (Denner
et al., 1998). Die Erfahrungen mit anderen tierischen Viren, wie z.B. SIV/HIV, welche
Epidemie-artig die menschliche Spezies infiziert haben, lassen im Fall der Xe-
notransplantation begriindete Vorsicht walten. Obwohl aufgrund aller bisherigen Daten,
inklusive der Ergebnisse dieser Arbeit, das Risiko einer Infektion mit PERV als niedrig
angesehen werden kann, muf3 bis auf weiteres, insbesondere mit Hinblick auf das Risiko
fir die Gesellschaft, die potentielle Gefahr fur diese und den einzelnen Rezipienten in-
dividuell abgewogen werden.

The Potential natre
Organ Supply blotechn

of the Future

Abbildung 4.5: Die gentechnische Veranderung von Schweinen soll die immunolo-
gische Abstollung von Xenotransplantaten vermindern. Dies kénnte dagegen das
Risiko einer Ubertragung von PERV erhdhen. Werbung der Firma Harlan fiir den Vertrieb
der von Imutran Ltd. gentechnisch verdnderten Schweine. Diese Tiere exprimieren zur Verminderung der
Komplementaktivierung den humanen Komplementregulator hDAF auf der Oberflacher ihrer Zellen (A).
Den u. a. von der Firma PPT klonierten Schweinen wurde eines der kodierenden Gene fur die al,3-
Galaktosyltransferase gentechnisch entfernt. Diese Manipulation kénnte damit die hyperakute Abstof3ung
von xenogenen Transplantaten deutlich vermindern (Titelblatt von Nature Biotech., 20; 2002) (B).
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Der Mangel an verfuigbaren Allotransplantaten und deren notwendigen Bedarf fir die
Klinik, resultiert in der Entwicklung neuer Ansétze fir die Therapie der betroffenen
Patienten. Die Transplantation von tierischen Zellen, Geweben und Organen auf den
Menschen, die sogenannte Xenotransplantation, wird dabei als eine vielversprechende
Maoglichkeit angesehen. Aus vielfachen Griinden werden zur Zeit Schweine als poten-
tielle Spender von Xenotransplantaten favorisiert. Jedoch ist mit der Verwendung por-
ciner Xenotransplantate das Risiko einer Ubertragung von Mikroorganismen auf den
humanen Rezipienten verbunden. Dabei wird vermutlich das gréfite Risiko von den
porcinen endogenen Retroviren (PERVS) ausgehen, welche mit Gber 50 Proviren an
zahlreichen Loci im porcinen Genom integriert sind. Im Gegensatz zu den anderen be-
kannten Mikroorganismen des Schweins gelingt es momentan noch nicht, die PERVs
aus dem Schwein zu eliminieren.

PERVs gehoren in die Gruppe der Gammaretroviren und sind nahe verwandt mit den
Leukamieviren der Maus (MuLV) und der Katze (FeLV), welche neben der Verursa-
chung von Leukdamien auch Tumore und Immundefizienzen hervorrufen. Fir mindes-
tens zwei Subtypen der PERVs konnte gezeigt werden, dal’ sie humane Zellen in vitro
infizieren. Die Transplantation porziner Organe auf den Menschen beinhaltet daher das
Risiko einer Ubertragung dieser Viren.

Aus diesem Grund wurde im Rahmen der vorliegenden Promotionsarbeit einerseits das
Spektrum infizierbarer humaner Zellen untersucht und naher charakterisiert, anderer-
seits Zellen verschiedener Spezies mit Hinblick auf die Etablierung eines Tiermodells
auf ihre Suszeptibilitat gegenuber einer Infektion mit PERVs getestet.

Dabei konnte eine Vielzahl von primaren humanen Zellen und Zell-Linien unterschie-
dener Gewebe produktiv mit PERVs infiziert werden, was darauf hindeutet, dal3 es im
humanen Organismus ein weites Spektrum PERV-suszeptibler Zellen gibt.

In diesem Zusammenhang konnte erstmals gezeigt werden, dal sich PERVs an humane
Zellen adaptieren. Die serieller Passagierung von PERVs auf humanen 293 Zellen resul-
tierte dabei in einer gesteigerten Replikation der Viren, welche auf genetische Modifi-
kationen in der U3-Region der LTRs zuruickgefiihrt werden konnten. Diese Modifikati-
onen beruhten auf einer Multimerisierung von repetitiven Sequenzen, welche Motive
einer Transkriptionsfaktorbindestelle des Transkriptionsfaktors NF-Y enthalten. Dieser
ubiquitar vorkommende Transkriptionsfaktor scheint wesentlich dazu beizutragen, daf3
sich die Viren in den unterschiedlichsten humanen Geweben effizient vermehren kon-
nen.
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Fur die Evaluierung des Risikos einer Ubertragung von PERVS im Rahmen einer Xe-
notransplantation ist das Infektionspotential von PERVSs in vivo von besonderem Inte-
resse. Fir die Untersuchung dieses Transmissionsrisikos in vivo wurden verschiedene
Kleintiermodelle etabliert, indem naive Ratten, Cyclosporin-A (Cs-A) und Cobra Ve-
nom Faktor (CVF) immunsupprimierte Ratten, Meerschweinchen und Nerze mit
PERVs inokuliert wurden. Bei keinem der Tiere konnte drei Monate nach der Virus-
Applikation eine Antikorperproduktion gegen PERVS, sowie eine Integration proviraler
DNA in das Genom verschiedener Gewebezellen beobachtet werden.

Des Weiteren wurde ein Tiermodell mit nicht-humanen Primaten etabliert, in welchem
ein ,,worst case scenario® mit starker Virusfreisetzung nach einer Xenotransplantation
simuliert wurde. Um die Situation einer klinischen Xenotransplantation widerzuspie-
geln, wurden die nicht-humane Primaten téglich pharmakologisch mit einer Dreifach-
kombination aus Cs-A, dem Rapamycin-Derivat RAD und Prednisilon imunsuppri-
miert. Den Tieren wurden hohe Titer an zellfreiem Virus inokuliert, wobei einige Tiere
zusatzlich zellassoziiertes Virus in Form von PERV-produzierenden Zellen erhielten.
Bei keinem der Tiere lieBen sich wahrend des Zeitraumes von einem Jahr freie Virionen
oder eine Antikorperbildung gegen PERVs im Serum nachweisen, sowie eine Integrati-
on von PERV proviraler DNA in Blutzellen oder Zellen anderer Gewebe detektieren.
Die Daten dieser in vivo Studie stehen damit den Ergebnissen von vorausgegangenen in
vitro Untersuchungen dieser Arbeit gegentber, in welchen erstmals die produktive In-
fektion von primdren Zellen der nicht-humaner Primaten gezeigt werden konnte. Da es
zu keiner Infektion der Tiere in vivo gekommen ist, obwohl Zellen der selben Tiere fur
PERV in vitro suszeptibel sind, obwohl eine starke Immunsuppression appliziert wurde
und obwohl hohe Titer von PERV inokuliert wurden, bleibt zu vermuten, dal das nattir-
liche Immunsystem der Tiere ausgereicht haben mul}, das inokulierte Virus effizient zu
eliminieren. Fur eine abschlieBende Einschatzung des Risikos einer Transmission von
PERV im Rahmen einer Xenotransplantation, und die daraus eventuell resultierenden
Folgen fiir den Xenotransplantatempfanger und die Gesellschaft, sind daher intensive
weitere Untersuchungen auf diesem Gebiet notwendig, um vor der klinischen Realisie-
rung der Xenotransplantation eine ausreichende Virussicherheit der porcinen Xe-
notransplantate gewahrleisten zu kdnnen.
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7. ANHANG

7.1 Abklrzungsverzeichnis

ACE 3-Amino-9-Ethylcarbazol

AIDS erworbenes Immundefektsyndrom (acquired immune
deficiency syndrome)

ALV Aviare Leukose Viren

Amp Ampicillin

ASLV Aviare Sarkom/Leukose Viren

ATCC American Type Culture Collection

BaEV Endogenes Pavian-Retrovirus (baboon endogenous retrovirus)

BLV Bovines Leuk&mie Virus

bp Basenpaar (base pair)

BSA Rinderserum-Albumin (bovine serum albumin)

CA Kapsidprotein (capsid protein)

cDNA komplementare DNA

DAF decay-accelerating factor

DMF N, N-Dimethylformamid

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure

dNTP Deoxyribonukleosidtriphosphat

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

ELISA enzyme linked immunosorbent assay

EM Elektronenmikroskopie

EMCV Porcines Encephalomyocarditisvirus

EMBL European Molecular Biology Laboratory

env Gen des Hiillproteins ENV (envelope)

Env-Protein Oberflachenhillprotein (envelope protein)

ER Endoplasmatisches Retikulum

FDA Federal Drug Administration
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FeLV felines Leuk&mievirus

FKS fotales Kélberserum

FP Fusionspeptid

g Erdbeschleunigung (981 cm/*)

gag gruppenspezifische Antigene

Gal-a-1,3-gal Galaktosyl-a.-1,3-galaktosyl

GAPDH Glyceraldehyd 3-Phosphat Dehydrogenase
ap Glykoprotein

HAR hyperakute AbstoBungsreaktion (hyperacute rejection)
HEPES N-2-Hydroxyethylpiperazin-N"-ethansulfonséure
HIV humanes Immundefizienzvirus

HTLV humanes T-Zell Leuk&dmievirus

Ig Immunglobulin

IL Interleukin

IN Integrase

IPA Immunperoxidase Assay

IPTG Isopropylthiogalactosid

Kan Kanamycin

Kb Kilobasen

LTR long terminal repeat

MA Matrixprotein

MDEV Mus dunni endogenes Virus

MMTV Mausmammatumorvirus

MRNA messenger-RNA

MuLV murines Leukamievirus

NaAC Natriumacetat

NC Nukleokapsidprotein (nucleocapsid protein)
OPD 0-Penyldiamin

p Protein / Plasmid

p15E Transmembranes Hullprotein der C-Typ Viren
PB primer binding Region

PBMC peripheral blood mononuclear cell
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PBS Phosphat-gepufferte-Salzlésung (phosphate buffered saline)
PCR Polymerase-Ketten-Reaktion (polymerase chain reaction)
PCV Porcines Circovirus

PERV porzines endogenes Retrovirus

PHA Phytohamaglutinin

pol Gen der reversen Transkriptase (Polymerase)

PP Polypurinstelle

PPV Schweineparovirus

PR Protease

R wiederholte (redundante) Region in der viralen LTR
RNA Ribonukleinséure

RSV Rous Sarcom Virus

RT Reverse Transkriptase

SA Spleillakzeptor

SD Spleilkdonor

SIv simianes Immundefizienzvirus

spf specified-pathogen-free

SVDV Swine Vesicular Disease Virus

TAE Tris-Acetat-EDTA

Tag Thermus aquaticus

™ transmenbranes Hullprotein / Transmembranbereich
Tween 20 Polyoxyethylen-Sorbitan-Monolaurat

U Einheit (unit)

U3 (5) besondere (unique) Region am 3"- (5”-) Ende der LTR
uv Ultraviolett

VSV Vesicular Stomatitis Virus

WDSV Walley Dermal Sarkomvirus

X-Gal 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl B-D-Galactop
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7.2 Plasmidkarten

Vektor pCR2.1-TOPO (Invitrogen):

G0C CTT TGT OGA TAC TEE TAC TAA TGC GGT

HsiX ] EcoR|
GT3 CTG A TTC
CAC GAC CTT ARG

aoC

GTA ACG GCC a
me e

CAT TGC OGG

aCc
el

Hli."ﬂ Xn‘lll:ul
TEE 056 COG CTC
ACC GOC B30 GRG

E.:'cth v

AGAR TAT CCA

TCT ATA GGT

Bs.l‘x |
CAC

GTS

GAC
T

TCR
RET

T7 Promoler

leclu ATG .
M13 Reverss Primer | Himd 1l K| Secl BamHl el
CRG GRA ACAR GCT BTG A ATG ATT ACG COCRA AGC TTGE GTA COS AGC TCG GAT CCA CTA

TCGE AAC CAT GGC TOG AGC CTA GGT GAT
En:'f-HI

CTT Flac GGC GAR TT
MRl TTT CCG CTT AA

Hs.:ll .T'.T:\a | A,Dl\a |

CAT GCA TCT AGAR GGG COC AAT
GTA OGT AGA TCT CCOC G3GF TTA AGC

Lir

TGEC
ACS

W13 Forward (-20) Primer

AAT TCA|CTG GOC GTC

AGT GRG TCGE TAT TA
5 TTA AGT [GARC 0G5 CAG

TCA CTC RGC ATR A

CGET OGET GAC TGO |
GCA GCA CTG ACC

GTT TTA

CRA AAT

.

Comments for pCRT2.1-TOPO®
3931 nucleotides

Vektor pGL3-Basic (Promega):

k‘-—'—'-‘-‘

Amp’

pGL3-Basic
Vector
(4818bp)

ori

Sall
BamH |

SV40 late poly(A) signal
(for luc+ reporter)
Hpal

Xbal

Synthetic poly(A) signal /
transcriptional pause site
(for background reduction)

Kpn |
Sac |
Miul
Nhe |
Smal
Xho 'l
Bgl ll
Hind I

f1 ori

Nco |

luc+
Nar |

OT36VALS_d4A

0748VAW0.gif

0T 48V Awd. gif
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Vektor pGL3-Control (Promega):

k_\‘

r

Amp

ori

pGL3-Control
Vector
(5256bp)

2448
2442

Sall
BamH |

SV40 Enhancer

SV40 late poly(A) signal
(for luc+ reporter)
Hpa | 2094

Xbal 1934

(for background reduction)
_ Kpn | 5
f1 ori Sac | 11

luc+

Synthetic poly(A) signal /
transcriptional pause site

Miu | 15
Nhe | 21
Sma | 28
Xho 'l 32
Bal Il 36
SV40 Promoter
Hind Il 245
Neco | 278
Nar | 313 =

0747WAWD. ¢

Vektor pRL-TK (Promega):

T7
Promoter

(1040) Csp45 |

2223 BamH |
SV40 late
poly(A)
pRL-TK
1971 Xba | Vector

(4045bp)

Nhe 1 1024

Bgl Il 1

HSV TK
Promoter

EcoR 1 649
Hind 11l 760

1355VAwO.gif
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