Inhaltsverzeichnis 4

Inhaltsverzeichnis
L] Fo LR T =T ol ] SRR 4
N o] (U] 740 [ g To T o E PP PRUPROVPTOPROPN 7
IR R VAT =T o OO TSP ERSURPRIN 7
1.2 SONStige ADKUIZUNGEN......ci it bbb 7
A A1 ] =T 1 (U o [0 TSP PP PRSP PP TP 9
2.1 XenotranSPlanTAtiON .........ocoiiiiiiec bbb 10
2.1.1 Xenotransplantation und ADSTORUNGSIEAKEION ..........ceiiriiiiiiiiicieir s 10
8 I {171 qo] o To) 4 T- | SRR 11
A O ooV =] o [OOSR 13
2.2.1  VEIWANALE VITEN ..ot ieiieieeeeee ettt et sa e s e e s e s eeseete e esese e s e saeseateseaseneeseneeseneesessenenseneas 14
2.2.2  VIPUSAUTDAU ...ttt et e s e et e se e s e s teseebe e e seneereneeneeeenenreneas 14
2.2.3  GENOMSITUKIUI PCV ..ot 15
2.2.4  Die REPIKALION ......oiviiiiiicici ettt e te et e et e saesesteseete e eseneeseneeseaseneaneneas 16
2.2.5 DA REPIKASE-GEIN ......ceeiiieeeirieisee ettt te et e e e seseeseseesesteseese e asenseseseeseseeneaseneas 17
2.2.6 DS CAPSIA-GEN ..ottt b bbbt e bbbt n et n ket 17
2.2.7  PAINOGENESE. ...ttt E Rt Rt n ettt 18
2.3 AUTGADENSTEITUNG ..ot 20
3 Material UNd MEthOUEN.........uiiiiiie e rre e e nnnee e 22
TR |V - 1T g T L= [OOSR TSPRPRIN 22
B0 0 4 -1 | - o SRR 22
BN I O 0110 11 - 1 T o OSSPSR 22
3.1.3 Enzyme, Nukleinsduren, Nukleotide und Marker ............ccooeiieiieneinneie e 24
3.1.4 Klonierungsvektoren und BaKterieNSTAMME.........ccc.coeriireireise et e e 24
3.1.5  ReAQENZIENSEES (KITS) .uvviuiirteiiirtiteieise sttt n et n bttt 24
3.1.6  Filter, Membranen, SAUIBN.......c.ooocii ittt ettt ettt e st e e st e e s bt e e s b e st eestaesbeeesbeeenres 25
317 KUNSESEOFFAITIKEL ......ece ettt e st e st e e ste e nneneas 25
3.1.8  Gerdte und HIFSMITIEL .........oiiiieicee e 26
B0 N U =T g o W o = o SRS 27
3110 SEren UNG ANTIKOIPEE ..ottt en ket sn bt es 30
BLLLAL SOTEWAIE ..ottt e s e b f s bbb st 30
KB |V L1 To o =] o [OOSR 31
Bi2.0 ZEIHKUITUT oottt bbb bbb bbb e b e bbb e b e b et e b e b b e b e b e b ererererens 31
KT I -1 1 {7 S (o o OSSR 32
B0 T 1 ) =1 o] oSSR 32
324 RN A bR R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R e R R R R e R R R R R R e R R bR bR e bR R rers 33
3.2.5  CDINA SYNTNESE ...ttt a ettt 34
3.2.6  Differential DISPIAY ......cocovreireisee ettt e et nenae e ste e nreneas 35
K B0 A N (o5 T g = (o ST SSSRRR 38
B.2.8  DINA ittt b bR R R R R R R R Rt R AR LR R R R R R e R R R e R e R R R R R e R R R R e R e R R e bR R e bR R R rers 42
3.2.8.1 Extraktion aus Zellkulturzellen und KonzentrationSMeSSUNG .........ccvvrrvereinnrereinenneieeneneeeenens 42
3.2.8.2  DNA-MOGIFIKAIONEN ..ottt s e ste e se e e seseeseseeseasenenseneas 42
3.2.8.3 Transformation und Klonierung mit dem TOPO TA® VEeKLOr........cccevrerirereieneereeseneneneas 44
3.2.8.4  VeKtOraUFrBINIGUND ....oveieeieei ettt ettt sa s te e se e et e neesesaenessenenseneas 45
B.2.8.5  WITUS-DINA Lottt 46
B.2.9  PCR ittt bR R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R bR R R R R R R bbb bR bR rers 46
3291 IMENOUE ...t 46
3.2.9.2  NESEBU-PCR ...ttt 47
3.2.9.3  SEMINESIEA-PCR ...ttt 47
3294 RT-PCR ittt ettt ettt 48
3295 RACE-PCR ...ttt ettt 48
3.2.9.6  DNA-SONAENNEISTEHUNG .....coviieiieiiiiecieise et 52

3.2.10  AQarosegeleleKirOPNOIESE ... s 53



Inhaltsverzeichnis 5

3211 REAIFIIME PCR ..ottt ettt et st et et s e st e st etes e e be e aseneeneneeneateneaneneas 53
32100 TagMEaN® PCR ..ottt ettt 53
3.2.11.2  SYBR GIEEN PCR ..ottt ettt 55
3.2.11.3 Kopiezahlberechnung und Auswertung der Daten...........cooeerrieeiinneeiinseee e 56

3.2.12  DurchflusszytometriSChe ANAIYSE .........cciiiieiiiieeei e 58

3.2.13  IMMUNFIUOIESZENZ ...ttt e e et ste e e te e seneesenaeneaeeneaneneas 59

3.2. 14 SEOUEBNZIEIUNG weuveveueetetinieetetese sttt esese bbb s e se ekt s bt e e bbb b bt e b b es bt e bbbt en ket n bt ns 59

3.2.15  SequenzdatenaUfDEIEIIUNG ........oviveiii e 60

A EFQEIDINISSE ..ttt b et ne e 61
4.1 Untersuchte Proben und eingesetzte Methoden ... 61
4.2 DIfferential DISPIAY .....ccciiiiiriiiiiiiiiets st sb et e nreneas 62
e T \\ o] 1 U=T o g T = (o) (PRSPPI 69
4.4 Real-time PCR UNA SYBR GIEEN.....cciiiiiiiieist sttt sttt sttt snesnenens 70

4.4.1  Durchgeflhrte UNtersUCNUNGEN.......coieiiei ettt se e reneeneseens 71

4.4.2 Analyse der Regulation einzelner Gene in PCV-infizierten porcinen Zelllinien ............ccocoovveveene. 71
4421 L23-Zellen: porcing B-LYMPROZYLEN ....cooiiiiieeiceses e 72
4422 L52-Zellen: porcing B-LYMPROZYLEN ....cooviiiieiceces e 74
4423 L35-Zellen: porcing T-LYMPROZYIEN........ccoiiiieiceisecere e 74
4424  POrcing NIEIENZEIEN ........ovie ettt e seeneseens 75

AA2.481  PS-ZEIEN ..ottt 75
44242 PRLIS-ZEIEN ...t 76

443  ZUSAMMENTASSUNG .euveviierireeseeieeeeeeeseeresees s tesee e seeseseeseseeseeseeesessesessesesseneasensesesaeseaseseasensasensesessesessenes 77
45 RACE-PCR ... bbb bbb R bbb e bbbt nre s 78
4.6 DUFCHTIUSSZYTOMELIIE. ..ottt bbb bbb 78
4.7 Darstellung differentieller Transkription einzelner DD-KIONE ........ccocoveiviiiieneininniniennns 78
4.8  KIon 6B: INterleUKINL8 — TLL18.....ccociiiiiiieise sttt s 78

4.8.1 Differential DiSplay UNG BLAST ....coociieicecenieesie ettt se e seseeseseesessens 78

A [ =T 4 = o | SRS 79

4.8.3  SYBR GIEEMN ..ociiiiiiii s 80

4.8.4  ZUSAMMENTASSUNG ..vveuititeteiiiitetes ittt e bt e b s e bbbt n ekt n ket n b 81

4.9 Kilone 10 und 13: Haupthistokompatibilitatskomplex Klasse | - MHC I..........ccccccoevnnennne 81

4.9.1 Differential DiSplay UNG BLAST ....coooiieiiecisiee ettt s st se e seseesessesessens 81

e [ =T 4 = o | SRS 82

4.9.3  SYBR GIEEMN ..ttt 83

494 KINBHK IMHC ..ottt bbbttt 84

4.9.5 DurchflusszytometriSChe ANAIYSEN ..o 85

4.9.6 Analyse zur Transkription und Expression des MHC | ... 90

410 Klon 14G: Death associated proteinb - DAPS .......cccoiiieiiiinnee e 91

4.10.1 Differential Display UN BLAST ...ooooiioiceceseese ettt re e e seens 91

10T N o] 1 1= T =] (o ) SRS 92

4.10.3  SYBR GIEEN ...ttt bbb bbbttt bbbttt 94

4104 RACE ANGIYSE ..o bbbttt 94

4.10.5  ZUSAMMENTASSUNG ...euivivetiiiiieei ettt b ettt n ettt en bt n b 96

411 Klon 16A: NS1-assoziiertes Protein - NSAPL ... 97

4.11.1 Differential Display UN BLAST ..ot se e e e ssens 97

I N o] 1 1= T =] (o ) SRS 98

4.11.3  ZUSAMIMENTASSUNG ...cvitivetiiiiieei ettt b et n ettt n bbb 99

4,12 KIoNe 18 DiS 21: EHD3 ....oviiicict ettt et s sbe s 100

4.12.1 Differential Display UNG BLAST ....oooiieieceisese sttt anneeas 100

I N o] 1 1= T =] (o ) PSS 101

4123 SYBR GIEEN ..ttt bbbttt 102

4,124  ZUSAMMENTASSUNG ....vereeiiieiesiere st esee sttt et te st see e steseste e e seeeseseesesaesessenseseneeseseenessenessensaseneas 102



Inhaltsverzeichnis 6

4.13 Klone 23 bis 26: Lyncein 103
4.13.1 Differential Display und BLAST .......ooioiiieieeeeee ettt 103
4132 NOThErN BIOt....c.ioiiiiiiiiiiee ettt sttt nne 104
4133 SYBR GICEN ... 104
4,134 ZUSAMIMENTASSUIE ....vveivieieiereieiieteeteeteettesteesseeseessessesstesseesseesseesseessesssesssesseesseensesssesssesssessenses 105

4.14 Klon 36E: STAT3 interagierendes Proteinl - StIP1 105
4.14.1 Differential Display Und BLAST .......ccoviiiiiieieiteieeie sttt sseesseeaessnesnnens 105
4142 NOThErn BlOt.....c.ooiiiiiiiiii ettt st sttt nne 106
4143 SYBR GIEEM ..ttt ettt ettt e b e e bt b e bt e bt e e bt e e sbaeeabeenane 107
4.14.4  ZUSAMIMENTASSUILE -...eveiuieiiieitieiiete et ette et te et eteete e e e eesaeesaee st e e et enteeneeeseeeseeabeenseeseenseemeeeneeseeenes 107

4.15 Klon 40J: unbekanntes TranSKript.......ceecveeciveiisrencsseeesseeecssnncssnnncsnecsssesssssnessessane 108
4.15.1 Differential Display und BLAST .......cccvieiiiieieiieie ettt ettt eesreesseeaessnesane e 108
4152 NOIhern BlOt......covoiiiiiiiiiiciiciece ettt sttt 109
4153 SYBR GICEN ..ot 110
4,154 ZUSAMIMENTASSUIE ...eveivieieieriieiieteeteeteetiesteesseeseessessesstesseesseesseesseessesssesssesseesseensesssesssesssensenses 111

4.16 Caspase3 111
4.16.1  NOThErn BIOt.....c.ooiiiiiiiiiiiiec ettt sttt ettt nnens 111
4.16.2  SYBR GIEEM ..ttt ettt ettt ettt e b bt e bt e e sbeeesbeeeabeenare 112
4.16.3  ZUSAMIMENTASSUILE -...eeeuieitieitieiieie et etie et te it e bt ebe e et eeesseeeaeesteeteenteeseeeseeeseesseenseeseensesneeeneeseeenes 113

S DISKUSSION cueceeiueiieisuniiisnnicssnnicssnnicssnnecsssnessssnessssesssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssnss 114

5.1 Transkriptionsregulation in Abhiingigkeit von der Zielzelle 115

5.2 Interleukinl8 - IL18 116

5.3 Haupthistokompatibilitiitskomplex Klasse I - MHC I 120

5.4 Death associated ProteinS - DAPS / Elongations initiations Faktor 4gamma?2 - elF4y2 124

5.5 Nichtstruktur-Proteinl assoziiertes Protein - NSAP1 126

5.6 EHD3 128

5.7 Lyncein 129

5.8 STATS3 interacting proteinl - StIP1 129

5.9 Kilon 40J 132

5.10 Caspase3 132

5.11 Schlussfolgerung 135

6  ZUuSAMMENTASSUNG ..cccieiirrnriiiiirseriessssanniossssnssossssssssossssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 141
T SUIINATY ceeeeierreresssenssssensssssnsssssssssssssssasssssasssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 143
LS. N 11 11 17PN 145
O LIEETALUL cuuecenvecineiniinniinecsstecssniesanisseisssessssesssnssssssssessssssssssssassssessssssssssssassssasssssssansssasnns 149
10 DANKSAGUNG....cuuueiiiirirnricsissaniicssssssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnass 162
11 Lebenslauf....iiiiiiiiiiiiinninniiieinicsiisisieisisseisiissessossssssssssssssssses 163

12 SelbstindigKeitserKIArUNG .....cccvveiieeiiveiiciisseniicssssnricssssanricsssssssessssssssssssssssssssssssssssssnass 165





