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Die meisten Retroviren haben immunsuppressive Eigenschaften und
rufen im infizierten Wirt eine akquirierte Immunschwache (AIDS)
hervor. HIV ist das in dieser Hinsicht am besten untersuchte
Retrovirus, aber auch Gammaretroviren wie das
Katzenleukamievirus(FelLV), das Mausleukamievirus (MuLV) und das
Koalaretrovirus (KoRV) rufen in den infizierten Wirtstieren eine
schwere Immunschwache hervor. Untersuchungen in vitro und in vivo
zeigten, dass die immunsuppressive Domane im transmembranen
Hullprotein der Retroviren eine wichtige Rolle bei der
Immunpathogenese spielt. Am Beispiel des porcinen endogenen
Retrovirus (PERV), das eng verwandt ist mit MuLV, FeLV und KoRYV,
und das wichtig Rolle bei der Xenotransplantation spielt, sollen die
immunsuppressiven Eigenschaften des transmembranen Hillproteins
untersucht werden.

Klonierung des transmembranen Hiillproteins p15E von PERV,
Expression in eukaryotischen Zellen, Untersuchungen der
immunsuppressiven Eigenschaften in entsprechenden Zellsystemen,
Untersuchungen des Einflusses auf humane Immunzellen
(Zytokinexpression, Genexpression, NGS), Mutationsanalyse der
immunsuppressiven Domane
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Die Arbeitsgruppe untersucht die Pravalenz porciner Viren in
gentechnisch modifizierten Donorschweinen, die Ubertragung
dieser Viren auf Rezipienten in praklinischen und klinischen
Studien, entwickelt Strategien zur Verhinderung der Ubertragung.
Besondere Beachtung finden dabei die porcinen endogenen
Retroviren (PERVs), deren Biologie, immunsuppressiven
Eigenschaften und Ubertragbarkeit. Damit soll verhindert werden,
dass wie im Fall der ersten Transplantation eines Schweineherzen
in einen Patienten, ein Schweinevirus, das porcine
Cytomegalovirus, Ubertragen wird und zum Tod des Patienten
beitragt.

Zum Nachweis der Viren werden molekularbiologische Methoden
(PCR, RT-PCR, real-time PCR, ddPCR) und immunologische
Methoden (Western blot Analyse, ELISA, Immunfluoreszenz, u.a.)
angewandt und weiterentwickelt. Weiterhin werden Klonierungen
und Sequenzierungen der porcinen Viren, zellbiologische
Untersuchungen und die Produktion rekombinanter viraler Proteine
fir immunologische Methoden vorgenommen. Fiir die
Inaktivierung der PERVs wird die CRISPR/Cas Methode
angewendet.
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PCMV ist ein porcines Roseolovirus (PCMV/PRV) [1] und eng
verwandt mit dem humanen Herpesvirus HHV-6, es ist weit
verbreitet in der Schweinepopulation. Bei Untersuchungen zur
Virussicherheit der Xenotransplantation konnte gezeigt werden,
dass PCMV/PRV die Uberlebenszeit orthotop in Paviane
transplantierter Schweineherzen von 195 Tagen auf weniger als 30
Tage verkiirzt [2]. Ahnliche Reduktionen der Uberlebenszeiten von
Schweineherzen und -nieren konnte auch bei
Xenotransplantationen mit anderen nicht-humanen Primaten
beobachtet werden (Ubersicht siehe [3]). PCMV/PRV wurde auch
bei der ersten Transplantation eines Herzens vom Schwein in einen
Patienten Ubertragen und hat zum Tod des Patienten beigetragen.

In den betroffenen Pavianen wurden PCMV/PRV-exprimierende
Zellen in allen Organen gefunden [4], allerdings ist unklar, ob das
verstreute Schweinzellen oder infizierte Pavianzellen sind. In den
betroffenen transplantierten Pavianen wurden erhéhte
Konzentrationen von IL-6 und TNFa sowie hohe Werte von tPA-
PAI-1 (tissue plasminogen activator - plasminogen activator
inhibitor 1) Komplexen gefunden. Letztere suggerieren den
Totalverlust der pro-fibronolytischen Eigenschaften der
Endothelzellen [2]. Wenn PCMV/PRV die Zellen des Pavians nicht
infiziert, muss die Modifikation der Zytokinexpression durch eine
direkte Interaktion von PCMV/PRV-Proteinen mit dem
Immunsystem erfolgen, dhnlich wie bei den Retroviren beschrieben
[5]. Hier soll der EinfluB gereinigter PCMV/PRV-Partikel und
rekombinanter PCMV/PRV-Proteine auf die Zytokin- und
Genexpression humaner und Pavian-Zellen untersucht werden.
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Die PCMV/PRV-Partikel werden mittels Dichtegradient-
zentrifugation aus dem Uberstand virusproduzierender Zellen
gereinigt, die rekombinanten Hllproteine werden kloniert und in
eukaryotischen Zellen exprimiert. Nach Ko-Inkubation dieser Zellen
mit Immunzellen vom Mensch und Pavian wird deren
Zytokinexpression mittels Zytokinarrays und RNA-Sequenzierung
untersucht.
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