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1. Einleitung

Das Bovine Leukosevirus (BLV), ein Retrovirus und infektioses Agens der enzootischen

Rinderleukose (eRL) ist in vielen Landern der Erde von grof¥er wirtschaftlicher Bedeutung.

Der Verlust von Exportmérkten, die BLV-freie Rinder fordern, die Aufwendungen fur

Diagnose und Behandlungen, stetige Merzung bzw. Tod von Tieren mit Leukose, sowie die

Untauglichkeitsbeurteilung von sinnféllig veranderten Schlachtkdrpern kennzeichnen die

hauptsachlichen Schadens- und Kostenfaktoren.

Die eRL und das BLV sind wesentliche Bestandteile der internationalen Leukamieforschung.

Zwei Momente sind dabei von besonderem Interesse: Zum einen hofft man, die Infektion und

Krankheit besser kontrollieren zu kénnen und die BLV-Infektion as ein Modell fur die

Erforschung retroviraler Infektionen anderer Spezies zu sehen. Auf der anderen Seite scheint

die Beschaftigung mit dem BLV um so notwendiger, seit bekannt ist, dal3 humanpathogene

Retroviren, wie die Humanen T-Zell lymphotropen Viren (HTLV-l und I1), dem BLV

strukturell ahneln. Die hohe Sequenzhomologie zwischen dem BLV und dem HTLV weist

zumindest theoretisch auf die Moglichkeit der Rekombinantenbildung zwischen diesen beiden

Viren hin.

Auf molekularbiologischer Ebene sind bis heute verschiedene Vorgange, wie Infektion und

Zellspezifitét, die Regulation der viradlen Expresson und Tumorbildung sowie die

Beeinflussung des Immunsystems des Wirtsorganismus durch das BLV nicht vollsténdig

geklart. Die Analyse des virdlen Genoms verschiedenster Isolate kann bei der Beantwortung

dieser offenen Fragen helfen. Die Aufklérung der BLV Sequenz ist auch notwendig, um die

Evolution und Verbreitung des Virus besser zu verstehen.

Fur das Studium genetischer Variationen innerhalb des BLV sind drel Regionen des

Virusgenoms von besonderer Bedeutung:

1. Das env-Gen, well die Envelope-Glykoproteine eine entscheidende Rolle im
Replikationszyklus und zelluldren Tropismus spiden und ihre Lokalisation an der
Virusoberflache Ziel neutralisierender Antikorper (AK) ist.

2. Die LTR, da se regulatorische Sequenzen, die in die virale Replikation involviert sind,
enthalt und ihre U3 Region eine Bedeutung fir die Tumorbildung besitzt.

3. Das x-Gen, da es Proteine codiert, die fir die Expression der virden LTR und die
L eukamogenese entscheidend sind.

Routineuntersuchungen einheimischer Rinderbestande auf eRL basieren auf dem Nachwels

humoraler AK im Serum mittels ELISA sowie AGID. Eigene Untersuchungen sowie

Ergebnisse von Fechner (1995) und Mewes (1996) weisen darauf hin, dal3 diese Tests trotz

vorhandener BLV-Infektion negative Befunde ergeben koénnen. Ahnliche Beobachtungen

beschrieben Kaaden et al. (1982 ab), Roberts et al. (1986) und Kuzmak et al. (1993). Sie
wiesen insbesondere darauf hin, dal3 in Abhangigkeit von der Applikationsart sowie der
verabreichten Zellmenge und -population neben den typischen Befunden eine BLV-positive

Phase ohne nachfolgende AK-Reaktion auftrat, bzw. der AK-Nachweis nur kurzzeitig positiv
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verlief und die Tiere niemals eine Persistierende Lymphozytose (PL) oder Tumoren
entwickelten. Stille Virustrager stellen insbesondere in leukosefreien Bestdnden eine potentielle
Gefahr fur die Weiterverbreitung des BLV dar.

Zidl der vorliegenden Arbeit war es deshalb:

1.

Teile des BLV-Genoms serologisch negativer und positiver Provirustrager sowie von
Rindern mit tumordser Leukose zu amplifizieren und zu sequenzieren,

diese Sequenzen mit der Sequenz aus der Literatur bekannter BLV-Proviren zu
vergleichen,

anhand von theoretischen RNA- und Proteinsekundérstrukturen Folgen von DNA-
Sequenzanderungen zu erkennen,

die Virusexpresson serologisch negativer und postiver Probanden in  der
L eukozytenkurzzeitkultur zu untersuchen,

verschiedene Sequenzierungsmethoden hinsichtlich ihrer Rentabilitét und Praktikabilitdt zu
vergleichen.

Die Untersuchungen sollen die Gemeinsamkeiten und Unterschiede verschiedener
Provirusisolate zeigen und Zusammenhange mit dem Infektionsstatus sowie der Herkunft der
Wirtstiere darlegen.



2. Literaturtibersicht

2.1. Enzootische Rinderleukose (eRL)

2.1.1. Agens der Rinderleukose

Das Bovine Leukosevirus (BLV) ist ein natirlich vorkommendes, exogenes, in Rindern
replikationsfahiges Retrovirus und kausales Agens der enzootischen Rinderleukose (Miller et
al., 1969; Kenyon und Piper, 1977; Paul et al., 1977a,b; Kettmann et al., 1976, 1978; Burny et
al., 1978). Die eRL ist eine neoplastische Proliferation von B-Lymphozyten (Burny et al.,
1987). Das Virusist entwicklungsgeschichtlich, strukturell und biologisch mit den Humanen T-
Zel lymphotropen Viren Typ-l und Typ-ll (HTLV-I, HTLV-Il) und dem Simian T-Zdll
lymphotropen Virus (STLV) verwandt (Oroszlan et al., 1982; Sagata et al., 1984a,b, 1985a,b)
und bildet mit diesen eine Gattung, die HTLV-BLV-Gruppe innerhalb der Familie der
Retroviridae (Coffin, 1991). Das BLV hat keinen bevorzugten chromosomalen Integrationsort
(Kettmann et al., 1980a,b, 1982; Deschamps et al., 1981; Onuma et al., 1982; Oroszlan et al.,
1982). Obwohl das Virus der Rinderleukose kein Onkogen zelluléren Ursprungs enthdlt, ist es
in der Lage, Zellen zu transformieren (Onuma et al., 1982; Rhim et al., 1983). Es ist deshalb
wahrscheinlich, dal3 das Virusgenom selbst Sequenzen beherbergt, welche fir die zellulare
Transformation und/oder Replikation verantwortlich sind (Sagata et al., 1984b).

2.1.2. Vorkommen und Verbreitung

Mit der Einfihrung serologischer Untersuchungsverfahren zur Diagnose der eRL in den 70er
Jahren mufde man feststellen, dal3 der Verbreitungsgrad und die Anzahl infizierter Rinder
weitaus hoher lag, als vermutet (Wittmann, 1993). Heute ist davon auszugehen, dal3 die eRL in
mehr as einem Drittel aler Lander der Erde verbreitet ist. Obwohl die BLV-Infektion weltweit
vorkommt, haben einige européische Lander, wie Deutschland oder Osterreich, durch Merzung
serologisch positiver Tiere diese Seuche fast ausgerottet (Schramm und Aragon, 1994,
Schwartz und Levy, 1994) bzw. sind leukosefrei, wie z.B. die Schweiz und Nordirland.
Territoriale Konzentrationen der eRL ergeben sich aus bestimmten Rasseverteilungen, Zentren
spezieller Zuchtrichtungen, bestimmten Importgebieten und dem Vorkommen naturlicher
Grenzen (Wittmann, 1993). Die eRL kommt in vielen Léndern der Welt endemisch vor
(Schwartz und Levy, 1994). In Gebieten hoher Verseuchung weist sie Reagentenquoten von
60% und dariber auf. In L&ndern mit geringem Verseuchungsgrad liegt die durchschnittliche
Befallsguote z.T. bei <1%, wobel territoriale Befallsraten bis 15% vorliegen konnen (Ressang
et al., 1976; Mammerickx et al., 1978). In Deutschland (alte Bundesl&nder) nahm die Zahl der
Neuausbriiche von Jahr zu Jahr kontinuierlich ab. Die Inzidenz sank nach Lorenz (1990) von
735 (1984) auf 46 (1989). Nach der Wiedervereinigung beider deutscher Staaten kam es zu
einem Anstieg der Leukose-Neuausbriiche in den alten Bundesléandern auf 205 (Lorenz, 1990).
Zur gleichen Zeit waren in den neuen Bundedandern 1.624.000 Kihe mit dem bovinen
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Leukosevirus infiziert, ca. 350.000 weniger Tiere als noch 1989. Im Jahr 1995 betrug die Zahl
der Neuausbriiche in den aten 157, in den neuen Bundesléndern 33.

Der Tatbestand des Neuausbruches gilt als erfillt, wenn im Rahmen regelméaliig durchgeftihrter
serologischer Bestandsuntersuchungen in einem Bestand mindestens ein positives Tier
gefunden wird.

DiGiacomo (1992a) berichtete, dal3 in Kanada 9,3% der Milchrinder und 40% der
Milchviehherden, sowie 0,5% der Feischrinder und 11-14% der Mastviehherden infiziert
waren. Jacobs et al. (1995) beschrieben, dal? 56,7% von 920 untersuchten Rindern in Ontario
AK gegen Retroviren zeigten. Unter den Milchrindern wiesen 5,5% AK gegen das Bovine
Imundefiziens-Virus (BIV), 25,7% gegen das BLV und 39,6% AK gegen das Bovine Sycytial-
Virus (BSV) auf. In Amerika sind Uber 1/3 der Milchrindherden befallen, mit einem
Verseuchungsgrad bis zu 85%. In Brasilien wurde erst gegenwartig mit der Ermittlung des
eRL-Durchseuchungsgrades begonnen (Cordeiro et al., 1994). So fanden Birgel et al., (1995)
eine Gesamtpravalenz der BLV-Infektion von 50%. Die derzeitige Bedeutung der eRL in
Costa Rica wird in umfangreichen Vertffentlichungen (Dolz, 1990; Schramm und Aragon,
1994; Jimenez et al., 1995) dargelegt. Dort wird, wie in Grof¥britanien (Coats, 1995), eine
enge Beziehung zwischen dem BLV und BIV vermutet und davon ausgegangen, dal3 das BIV
hinsichtlich seiner epidemiologischen Parameter dem BLV folgen wird (Hidalgo et al., 1995).
Meszaros et al. (1994) berichteten Uber eine Holstein-Friesan-Herde mit enem
Verseuchungsgrad von 62% in Ungarn. In Polen wiesen in der Region um Warschau 5% der
Rinder BLV-Antikorper auf, wobei in einzelnen grof3en Herden Verseuchungsgrade bis 47 %
auftraten (Losieczka und Klimentowski, 1994). Namibia zeigte, in Abhangigkeit von
regionalen Besonderheiten, Verseuchungsgrade zwischen 0-52,6% (Kaura und Hubschle,
1994). Die hohe eRL-Durchseuchungsrate vieler Lander gewinnt mit der Zunahme globaler
Handel sheziehungen auch fur Deutschland an Bedeutung.

2.1.3. Epidemiologie und Ubertragung
Die epidemiologischen Parameter der Infektion mit dem bovinen Leukosevirus kennzeichnet
Tabelle 1 (nach DiGiacomo, 1992b,c).

Tab.1: Epidemiologische Faktoren der BLV-Infektion und ihre Bedeutung (nach DiGiacomo, 1992b,c)

epidemiologischer charakteristische Merkmale

Faktor

Produktionstyp Die Infektion ist bei Milchrindern weiter verbreitet as bel
Fleischrindern.

Geschlecht Es gibt keine geschlechtstypischen Unterschiede in der Haufigkeit des

Auftretens der Infektion.




Tab.1: Fortsetzung

epidemiologischer charakteristische Merkmale

Faktor

Rasse Bel gleichen Aufzucht- und Haltungsbedingungen gibt es zwischen
den Milchrindrassen keine signifikanten Unterschiede.

Alter Bel Jungrindern Uber sechs Monaten steigt die Haufigkeit der

Infektion mit dem Alter und ist am hochsten im Alter von 2-3 Jahren.
Ab einem Alter von drei Jahren bleibt die Infektionsrate relativ
konstant. Rinder, die in Herden mit hohem Durchseuchungsgrad
aufwachsen, bekommen die Infektion mit geringerem Alter.

Muttertier / Vatertier Der Einflul des Infektionsstatus der Elterntiere auf die
Nachkommenschaft ist nicht eindeutig geklart. Wahrend die
Ubertragung tiber Keimzellen und Embryonen infizierter Elterntiere
eher unwahrscheinlich ist, gilt eine in utero Ubertragung und eine
Infektion durch Milch und Kolostrum a's bewiesen.
Eventuell werden Resistenz und Empfanglichkeit durch genetische
Faktoren bestimmt.

Infektionszeitpunkt Es gibt kein bestimmtes Saisonmuster des Auftretens der Infektion.
Das Ansteckungsrisiko steigt jedoch in den Wintermonaten durch den
engen Tierkontakt im Stall.

Das bovine Leukosevirusist ein zellgebundenes Virus. Als zellfreies Virusist es nur am Anfang
der Infektion oder im sehr spaen Stadium, wenn lymphoide Neoplasien zu einer
Immundepression gefuhrt haben, nachweishar. Aus diesem Grunde infizieren sich die meisten
Tiere nicht mit zellfreiem Virus, sondern durch die Aufnahme infizierter Lymphozyten
(DiGiacomo, 1992c).

Die weitaus grofdte Bedeutung besitzt die horizontale Ausbreitung. Sie unterteilt sichin:

Ubertragung durch Kontakt von Tier zu Tier
In Herden mit hoher Tierkonzentration ist die Ubertragung durch Kontakt von Tier zu Tier
bedeutend (Wilesmith et al., 1980). Eine besondere Pradisposition bietet enger Stallkontakt
sowie der gemeinsame Weidegang und die gemeinsame Nutzung des Abkalbestalls infizierter
und nicht infizierter Herden. Dabel sind nicht tragende Tiere durch ihr Brunstverhalten
besonders gefahrdet (Lassauzet et al., 1991).

Ubertragung durch Sekrete und Exkrete

Das BLV ist in den zelluldren Komponenten der Milch und des Kolostrums infizierter Rinder
vorhanden (Miller und Van der Maaten, 1979; Straub 1982, 1984). Dennoch erwies sich
vereinzelt auch zellfrele Milch von Tieren mit AK gegen p24 und persistierender
Lymphozytose als infektios (Straub, 1984). Bei 6-16% der K& ber, welche von ihren infizierten
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MUttern getrennt, aber unter Verwendung von deren Milch aufgezogen wurden, war im Alter
von 6 Monaten eine BLV-Infektion feststellbar (Ferrer und Piper, 1981). Die Zugabe von 106
Lymphozyten BLV-infizierter Tiere zu BLV-freiem Kolostrum fihrte zu einer Infektion der
Kalber, wahrend selbst eine Zugabe von 10° Lymphozyten infizierter Tiere in das Kolostrum
BLV-infizierter Rinder nicht in ener Infektion resultierte. Die Ursache dafir liegt im
Vorhandensein virusspezifischer AK in der Milch infizierter Kiihe (Van der Maaten et al.,
1981).

Verschiedene Untersucher konnten in Einzelfdlen die Ubertragung des BLV durch Urin,
Speichel, Nasensekret und Bronchioalveolarsekret und eine daraus resultierende Infektion
diagnostizieren (DiGiacomo, 1992b). In Fazes und Hautgeschabseln wurde bisher kein BLV
nachgewiesen (Ressang et al., 1982; Straub, 1982). Generell stellen jedoch ale mit Blut
kontaminierten Sekrete eine Infektionsquelle dar.

Ubertragung durch Blut

Die intradermale Inokulation von 10.000 peripheren Leukozyten oder 2.500 Lymphozyten
BLV-infizierter Rinder reicht aus, um Kdaber erfolgreich zu infizieren (Van der Maaten und
Miller, 1978). Die genannte Lymphozytenzahl ist identisch mit einem Vollblutvolumen von 0,5
. Die Ubertragung virushaltigen Blutes kann beispidlsweise wahrend  der
Blutprobenentnahme (Wilesmith, 1979), wahrend des Enthornungsvorganges (DiGiacomo et
al., 1986; Lassauzet et al., 1990) oder durch kontaminierte Vakzinen (Rogers et al., 1988)
erfolgen. Die experimentelle rektale Infusion von 2 ml bzw. 500 ml Blut einer BLV-positiven
Kuh resultierte in einer Infektion des Rezipienten (Henry et al., 1987; Hopkins et al., 1988).
Uber die Bedeutung der rektalen Palpation fir die Virusibertragung liegen sehr
unterschiedliche Ergebnisse vor. Lassauzet et al. (1989) und Hopkins et al. (1991) stellten
keine Unterschiede in der Haufigkeit des Auftretens der BLV-Infektion nach rektaler
Untersuchung in Milchrindherden mit hohem Durchseuchungsgrad gegeniiber Herden mit
geringem Befall bzw. keine Unterschiede in der Infektionsrate nach rektaler Kontrolle mit
Handschuhwechsel gegentiber Untersuchungen ohne Wechsel des Handschuhs fest. Nur in
einer Versuchsherde war die Infektionsrate nach Wechsel der Handschuhe deutlich geringer
(Hopkins et al., 1991). Nach Divers et al. (1995) haben Tiere, die nach einem positiven Rind
ohne Handschuhwechsel rektal palpiert werden, ein 2,8fach hoheres Risko sich mit BLV zu
infizieren. Losieczka und Klimentowski (1994) wiesen nach, dal3 die Haufigkeit des Auftretens
der eRL in Regionen in denen der Tierarzt sowohl grof¥e, starkverseuchte Herden als auch
kleinere, schwachverseuchte Herden betreute, doppelt so hoch war, wie in anderen Regionen.

Ubertragung durch Insekten

Das 2-3 mal haufigere Auftreten von BLV-Infektionen in Herden Taiwans bei Weidehaltung
gegenilber Herden mit ganzjahriger Stallhaltung wurde mit der saisonbedingten Aktivitét
blutsaugender Insekten erklart (Wang, 1991). Wahrend die experimentelle Ubertragung des
Virus nach Inokulation von Teilen der Mundhohle solcher Insekten, die infiziertes Blut
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aufgenommen hatten eine BLV-Infektion in Schafen hervorrief, waren Versuche an Rindern
weniger erfolgreich (DiGiacomo, 1992b). Bech-Nielsen et al. (1978) konnten im Mitteldarm
bestimmter Tabanus-Arten die zur Infektion notwendige Dosis von 2500 Lymphozyten
nachweisen. Diese Insekten sind von besonderer Bedeutung, da sie ihre Nahrungsaufnahme
nach Abwehrreaktionen des befalenen Tieres unterbrechen, um sie gegebenfalls auf einem
anderen Wirt fortzusetzen. Kaaden et al. (1982a) gelangen die Ubertragung der BLV-Infektion
durch Ixodes rhicinus auf einen Bullen. Kdber von Mast- und Milchrindrassen sind fir die
Ubertragung des BLV durch blutsaugende Insekten gleichermalRen empfanglich
(Hasselschwert et al., 1993).

Damit ist der Ubertragungsweg durch blutsaugende Arthropoden potentiell moglich, aber im
Gesamtgeschehen der eRL in unseren Breiten nicht Uberzubewerten (Wittmann, 1993).

Eine weitaus geringere Bedeutung als die beschriebenen horizontalen Ubertragungswege
besitzt die pranatale Ubertragung des BLV. Firr diesen Weg kommt nur die Infektion in
utero in Frage. Die Nutzung von Keimzellen und Embryonen infizierter Elterntiere spielt fr
die Ubertragung des BLV keine Rolle. Weder im Rezipienten-Elterntier noch im Neonaten
konnte eine Infektion nachgewiesen werden (Miller und Van der Maaten, 1979; Kaa und
Olson, 1982; Straub,1982).

Ubertragung in utero

BLV kann plazentar Ubertragen werden, so dal3 Kdber infizierter Miitter als BLV-Tréger
geboren werden (Ferrer et al., 1976; Thurmond und Burridge, 1982; Thurmond et al.,1982,
1983). In einer starkverseuchten Versuchsherde, in der viele Tiere Lymphosarkome entwickelt
hatten, betrug die in utero Infektionsrate 14-18% (Ferrer et al., 1976; Piper et al., 1979). In
geringer verseuchten Herden lag diese Rate nur bei 0,5-8% (Thurmond et al., 1982, 1983).
Der AK-Nachweis in Foeten deutete darauf hin, da3 sie mindestens nach dem dritten
Tréchtigkeitsmonat und damit nach Erreichen der Immunkompetenz infiziert wurden (Ferrer et
al.,1976, 1977). Die prénatale Infektionsrate ist unabhéndig vom Alter und der Anzahl der
Tréchtigkeiten des Muttertieres (Thurmond et al., 1983).

2.1.4. Pathogenese und klinisches Bild

BLV ist en transaktivierendes Retrovirus, welches B-Zelltumoren in fast alen infizierten
Schafen und bel etwa 5% aller infizierten Rinder hervorruft. Die Krankheit hat eine lange
Latenzzeit. Die Infektion entwickelt sich dber Jahre mit und ohne persistierender
Lymphozytose. PL ist die subklinische Manifestation der BLV-Infektion. Sie ist eine
polyklonale Proliferation nicht transformierender B-Zellen. Zwischen 20-43% der Leukozyten
von Tieren mit PL beherbergen das BLV als Provirus (Kettmann et al., 1980a,b; Alexandersen
et al.,1993; Mirsky et al., 1993).

BLV-induzierte Tumoren sind monoklonal und enthalten pro Zelle bis zu vier Kopien des
Provirus (Kettmann et al., 1980ab, 1982, 1984), die an verschiedenen Stellen des
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Wirtsgenoms integriert sind (Kettmann et al., 1983; Gregoire et al., 1984). Ein Viertel dieser
Kopien beherbergt Deletionen. Oftmals fehlen in der leukdmischen Zelle Teile der 5" Hélfte des
virden Genoms (Kettmann et al., 1982). Allen isolierten Proviren ist gemein, dal3 sie eine
unversehrte X-Region besitzen, was deren Rolle in der Tumorgenese betont (Burny et al.,
1988; Van den Broeke et al., 1988).

Waéhrend Ishibashi et al. (1987) und Bhagavati et al. (1988) bei HTLV- infizierten Patienten
virale Proteine in Serum und Spinalflissigkeit, sowie mRNA in frisch isolierten peripheren
Lymhozyten nachwiesen, konnten virale Partikel, Proteine oder RNA in unkultivierten
Lymphozyten von BLV-Tumortieren lange Zeit nicht entdeckt werden (Kettmann et al.,
1980b, 1982; Guptaet al., 1984; Van den Broeke et al., 1988).

Das Vorkommen antiviraler AK in infizierten Rindern lief3 jedoch darauf schlief3en, dal3 eine
Virusexpression in vivo stattfinden mul3. Der Nachweis viraler Transkripte gelang mittels der
in situ-Hybridisierung (Lagarias und Radke, 1989; Haas et al., 1992; Alexandersen et al.,
1993). Jensen et al. (1991) und Alexandersen et al. (1993) wiesen spezifische MRNA mittels
Reverser-Transkriptase-PCR aus frisch isolierten Lymphozyten, Poon et al. (1993) im Serum
serologisch positiver, BLV-infizierter Rinder und Schafe nach. In kultivierten Tumorzellen
wurde nur eine geringe bzw. keine Expression beobachtet (Kettmann et al., 1985; Van den
Broeke et al., 1988). Nach Isolierung und Kurzzeitkultivierung (2-3 Tage) von Lymphozyten,
insbesondere von Tieren mit verandertem weil3em Blutbild, wurde die BLV-Expression anhand
viraler Proteine nachgewiesen (Miller et al., 1969; Cockerell und Rovnak, 1988).

Bel verschiedenen Viren (z.B. Adenoviren, HTLV) ist die Transaktivierung eng mit der
Zdltransformation verbunden (Willems et al., 1989). Beim BLV kann man davon ausgehen,
dald das komplette Virus fir initide Schritte des Immortaliserungss und
Transformationsprozesses zwingend notwendig ist, spater scheint es entbehrlich zu sein
(Kettmann et al., 1985; Van den Broeke et al., 1988; Willems et al., 1989). Allein die
transiente Expression von p38 kann zu einer permanenten Expression kritischer zellularer Gene
fuhren (Burny et al., 1987).

Zwei Moglichkeiten des Transformationsprozesses missen gegentibergestellt werden:

- Modifikationen des genetischen Materias (Mutationen, Deletionen, Amplifikationen) machen
die Zelle empfanglich fiir den Ubergang in den neoplastischen Status.

- Der Transformationsprozef3 beruht vollsténdig auf Regulationsmechanismen ohne Alteration
der DNA. In diesem Falle schalten virde Mechanismen, z.B. mit Hilfe der Transaktivierung
durch p38, Funktionseinheiten der Wirtszelle zur Herausbildung von Tumoren an (Willems et
al., 1989). Diese Modifikation hét an, auch wenn alle anderen viralen Funktionen bereits
abgeschaltet sind.

Zellen BLV-induzierter Tumoren tragen auf ihrer Oberfliche ein Tumor-Assoziiertes-
Antigen (TAA; Jacobs et al., 1981; Okada et al., 1987; Onuma, 1989). Bicka et al. (1993)
entdeckten sowohl das TAA, as auch TAA-AK in BLV-infizierten Tieren. BLV-infizierte
Tiere bei denen mittels MAK TAA nachgewiesen werden kann, besitzen das Potentia, die
tumordse BLV-Form zu entwickeln (Onuma, 1989; Reimacher et al., 1989).
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Sowohl im ovinen as auch bovinen Zellgenom wurde ein 366 bp grofdes Tumor-Supressor-
Gen beschrieben. Esist in der Lage ein Protein (p53) zu kodieren (Dequiedt et al., 1995a,b).
Funf von zehn BLV-induzierten bovinen Tumoren wiesen Mutationen im p53-Gen auf,
wahrend nur eine von sieben Proben zirkulierender Leukozyten Alterationen des p53 zeigte.
Die Untersuchung oviner Tumoren ergab, im Gegensatz zum Rind, keine Veranderungen des
Supressor-Gens, was die unterschiedlichen molekularbiologischen Mechanismen in Schafen
und Rindern wahrend der BLV-induzierten Pathogenese verdeutlicht (Dequiedt et al., 1995b).
Nach Evermann (1992) sind andere Retroviren und das bovine Herpesvirus in der Lage, die
Leukamogenese der BLV-Infektion zu beeinflussen. Untersuchungen von Jacobs et al. (1995)
zeigten, dal? 0,9% der untersuchten Tiere gleichzeitig Tréger von AK gegen BIV und BLV
snd. Etwa 10% der Rinder wiesen gleichzeitig AK gegen BLV und BSV auf. Einen
Zusammenhang zwischen BLV und BIV vermuten auch Coats (1995) und Hidalgo et al.
(1995). Es wird angenommem, dal3 diese Viren die Entwicklung der PL und die Tumorbildung
fordern (Amborski et al., 1989). Die Effekte einer Doppel-Infektion mit beiden Viren (BIV,
BSV) sowie ihr Einflu® auf die Entstehung chronischer Mastitiden und Pododermatitiden sind
in zuktnftigen Untersuchungen abzukléren (Snider et al., 1996).

Zu einem gehauften Auftreten der tumordsen Leukoseformen kann en Befal mit
Trypanosoma theileri fihren (Wittmann et al., 1993).

Verlaufsformen und klinisches Bild
Die eRL tritt in drei typischen und einer atypischen Verlaufsform auf. Typisch sind die
inapparente Form, die persistierende Lymphozytose und die tumordse Leukose.
Die inapparente Verlaufsform ist am haufigsten zu beobachten (Liebermann et al., 1983). Sie
ist durch die polyklonae Integration des BLV in B-Lymphozyten und das Auftreten
persistierender BLV-AK charakterisert (Coulsten et al., 1991). Klinische Erscheinungen
werden nicht beobachtet. Diese ingpparente Form kann wahrend des gesamten L ebens erhalten
bleiben oder in die persistierende Lymphozytose bzw. Tumorform Ubergehen (Ferrer, 1980).
Die persistierende Lymphozytose ist eine polyklonale Proliferation von B-Zellen. Sie tritt oft
als zweite Phase der BLV-Infektion auf. Sie zeigt sich als. absolute Vermehrung der
Leukozyten, absolute oder prozentuale Vermehrung der Lymphozyten und dem Auftreten von
jugendlichen Lymphozyten. Befalene B-Lymphozyten weisen in der Regel Modifikationen auf,
wie: Verdnderung der Membranglykosylierung, Zunahme der Zellgréfe und Erhdhung der
Anzahl der Oberflachen-IgM-Molekile (Burny et al., 1988). Die PL tritt bel 10-30% aller
infizierten Rinder im Alter von drei bis sechs Lebengahren auf (Murtaugh et al., 1991,
Wittmann, 1993), eine famili&re Pradisposition wird angenommen (Abt et al., 1970). Das
Bovine-Lymphozyten-Antigen (BoLA) spielt eine entscheidende Rolle fir die Empfanglichkeit
oder Resistenz zur B-Zdll -Proliferation und Lymphozytose (Lewin et al., 1988). Relative
Resistenz ist verbunden mit dem BoLA DA7, Empfanglichkeit mit BoLA D12.3 und W8
(Lewin und Bernoco, 1986).
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Die PL wird als benigne Phase oder Praleukose der eRL bezeichnet (Wittmann, 1993). Sie
fuhrt nicht zu Gesundheitsschaden oder Leistungsminderung der betroffenen Rinder. Zwischen
10 und 30% der Tiere mit PL gehen im Alter von 4-8 Jahren in die tumordse Phase Uber
(Mussgay und Kaaden, 1978).

Die tumortse Form entwickelt sich bei Vorhandensein einer PL oder, in etwa 50 % der Félle,
auch ohne solche (aleuk&mische Leukose). Sie ist die wichtigste Tumorerkrankung des Rindes
(Ghysdael et al., 1984; DiGiacomo, 1992a). Klinisch auffallig snd Schwellungen der
Lymphknoten. Entsprechend ihrer Lokalisation entwickeln sich typische Erscheinungsbilder,
wie: Lahmheit, Schluckbeschwerden, Exophthalmus, Atembeschwerden und leukotische
Prozesse innerer Organe (Wittmann, 1993). Schmitz und Seahorn (1994) berichten kirzlich
Uber das Vorkommen eines Tumors in der Vorkammerscheidewand eines Bullen mit eRL. Der
Verlauf ist meist subakut bis chronisch, der Tod tritt nach léngerer Krankheit (Monate bis
Jahre) unter algemeiner Kachexie ein.

Bel Tieren mit PL oder tumordser Leukose sind zeitlebens BLV und AK nachweisbar. Sie sind
bis zu ihrem Tod Virusausscheider.

Die atypische Form der eRL wurde erstmals von Kaaden et al. (1982b) beschrieben. Sie
stellten fest, dal? unter bestimmten Bedingungen Rinder als Virustréger auftraten, welche nicht
in der Lage waren, nachweisbare AK-Mengen zu bilden, bzw. bel denen die AK-Befunde nur
Uber 4-6 Monate positiv verliefen. Roberts et al. (1986) fanden heraus, dal3 die AK-Bildung
durch die Applikationsart und die applizierte AG-Menge zu beeinflussen ist. Nur bel geringen
Infektionsdosen waren atypische Verlaufsformen zu beobachten (Wittmann et al., 1986,
Burkhardt et al., 1988, 1991). Offensichtlich stehen ungewdhnliche Infektionswege, geringe
Virusmengen, Reinfektionen, intrauterine Infektionen und ene Infektionen in den ersten
Lebenstagen mit dem Auftreten atypischer Infektionsverlaufe in Zusammenhang (Wittmann,
1993).

2.1.5. Prophylaxe und Bekampfung

Mit sehr unterschiedlichem Ergebnis wird seit langem versucht, eine Vakzine zur Vorbeugung
gegen die BLV-Infektion zu entwickeln. Drei Antigentypen wurden in solchen Vakzinen
verwendet: virale Glykoproteine (insbesondere gp51), inaktivierte Viren und BLV-infizierte
Zdlinien. Eine Impfung mit BLV-Glykoprotein (Miller et al., 1983), sowie die Inokulation von
lymphoblastischen Zellen (Thellen et al., 1982) fuhrte zu keinem belastungsfahigen Schutz bei
den Versuchstieren. Fukuyama et al. (1993) beschrieben die erfolgreiche Vakzination von
Rindern mit verschiedenen BLV-infizierten Zelinien. Willemset al. (1989) berichteten Uber die
Fahigkeit eines Vaccinia-Virus-Vektor-Systems, BLV-Proteine gp51 und gp30 zu exprimieren
und wiesen auf die Bedeutung dieses Systems fir die Herstellung einer prophylaktischen
Vakzine hin. Auch die Entwicklung von BLV-Derivaten, die sich unabhangig von tax und rex
replizieren, konnte fur die Herstellung einer Vakzine gegen Retrovirus-induzierte Krankheiten
genutzt werden (Schwartz und Levy, 1994; Boris-Lawerie und Temin, 1995). Hingegen
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konnten Patrascu et al. (1980) und Parfanovich et al. (1983) bis zu 100%igen Schutz bei
Verwendung eines Impfstoffes aus inaktiviertem Virus erzielen.

Jede BLV-Vakzine muf3 dem Impfling die Méglichkeit bieten, die Verbreitung des
zellassoziierten Virus mittels seiner Immunmechanismen kontrollieren zu kénnen (Portetelle et
al., 1989a). Da der AK-Nachweis bei geimpften Tieren die Infektion nicht anzeigt, wird der
direkte Virusnachweis notig.

Zum heutigen Zeitpunkt konnen nur jahrlich mehrmalige Untersuchungen in den Besténden,
die Selektion seropositiver Tiere, Mal3nahmen zur Verhinderung der Seuchenausbreitung und
der Schutz leukosefreier Besténde vor Neueinschleppung zu einer Tilgung der Seuche fihren
(Wittmann, 1993). Verschiedene Bekdmpfungsprogramme dienen der Erreichung dieses Zieles
(DiGiacomo, 1992a; Wittmann, 1993).

Das Programm "Test und Schlachtung™ wird zumeist in Landern mit geringgradiger
Leukoseverseuchung und fast ausschliefdich bei mittel- und kleinbéauerlicher Rinderhaltung
angewandt. Milchkihe und Jungrinder dieser Hatungsform werden jéhrlich mindestens
zweimal untersucht und nach Vorliegen eines seropositiven Ergebnisses sofort die Schlachtung
des Reagenten veranlal3t.

"Test und Isolation™ ist ein Verfahren, dald insbesondere in stark verseuchten Rinderherden
mit einem hohen Konzentrationsgrad zur Anwendung gelangt. Im Rahmen dieses Programms
werden seropositive Rinder ausgesondert und réaumlich getrennt von der Ubrigen Herde
weiterhin wirtschaftlich genutzt. Liegt der Verseuchungsgrad Uber 30-60% verbleiben die
seropositiven Rinder in ihren Stallungen, die Einddmmung der eRL erfolgt Uber die Selektion
der BLV-freien Nachzucht.

"Test-Isolation-Schlachtung™ ist ein bisher nur in der Rinderhaltung der ehemaligen DDR
durchgefuhrtes Programm, in welchem der Schwerpunkt darin lag, aus den seronegativen
Kélbern seropositiver  Miutter  mittels  veterindrmedizinischer, diagnostischer  und
organisatorischer Malinahmen moglichst innerhab von zwel Jahren eine weitgehend
seronegative Jungrinderpopulation heranzuziehen (Wittmann et al., 1993). Zu organisatorisch
gunstigen Zeitpunkten (z.B. kurz vor ener geplanten Umstalung) wurden ale Tiere
serologisch untersucht und seropositive Reagenten in Abhangigkeit von ihrem wirtschaftlichen
Nutzungsgrad isoliert bzw. geschlachtet. Aulerdem erfolgte generell (oder gruppenweise) die
Verfitterung von Kolostrum und Milch seronegativer Mutterkiihe an Kélber seropositiver
Kuhe, um eine Infektion Uber die Milch zu vermeiden.

In Tabelle 2 werden die VVor- und Nachteile der drei erlauterten Programme gegentibergestellt.



Tab.2: Vor- und Nachteile verschiedener Programme zur Bekémpfung der eRL

Vortele

Nachtelle

Test und Schlachtung

- die Infektion ist in wenigen Monaten
aus der Herde deminiert

- in Abhangigkeit vom Verseuchungs-
grad fuhrt diese Methode zu besonders

hohen dkonomischen Verlusten

Test und Isolation

- eforderlich sind getrennte Anlagen
und Unterbringungsméglichkeiten for
infiziete  und  nicht infizierte
Rindergruppen
- eforderllich ist ene hohe
Untersuchungsfrequenz
- in Abhangigkeit vom Verseuchungs-
grad kann die Zeitdauer der BLV-
Eleminierung mehrere Jahre betragen

Test-1solation-Schlachtung

- die Tiere werden nur bel geringem -erforderlich  ist  ein  verdndertes

wirtschaftlichen Nutzungsgrad der Management zur Verhinderung der

- die Tiere missen nicht vorzeitig
geschlachtet werden

Schlachtung zugefhrt Ausbreitung der Infektion

- das Programm ist besonders fur - eforderlich it ene der
Rinderhaltungen mit hohem Stufenproduktion angepalite
Konzentrationsgrad und einer intensiven Untersuchungsfrequenz

Verflechtung in der Stufenproduktion - in Abhangigkeit vom Verseuchungs-

geeignet grad kann die Zeitdauer des Aufbaus
einer virusfreien Jungrinderherde mehr
als zwel Jahre betragen

2.1.6. Bovine Leukosevirus-Infektionen anderer Spezies

Neben dem Rind, als nattirlichen Hauptwirt, gelang es, Schafe (Wittmann und Urbaneck, 1969;
Burny et al., 1980), Ziegen (Mammerickx et al., 1980, 1981a, 1987), Kaninchen (Singh und
Bansal, 1986a,b; Onuma et al., 1990; Willems et al., 1992b), Schweine (Mammerickx et al.,
1981), Katzen, Hunde, Ratten, Meerschweinchen (Baumgartener und Olson, 1982) und Affen
(Van der Maaten und Miller, 1976) mit dem BLV zu infizieren. Wéhrend ale genannten
Tierarten auf die experimentelle Infektion mit AK-Bildung reagierten, entwickelten zusétzlich
eine Vielzahl der befallenen Schafe (Wittmann und Urbaneck, 1969; Burny et al., 1980, 1987;
Mammerickx et al., 1980, 1988; Kenyon et al., 1981) und teilweise auch Hihner (Altanerova
et al., 1990) und Ziegen (Olson et al., 1981; Kettmann et al., 1984) Tumoren. Die
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Entwicklung maligner Lymphome nach naturlicher Infektion bei Schafen hingegen ist selten
(Burny et al., 1980).

Wahrend serologische Untersuchungen von Wildwiederkauern in Norddeutschland negativ
verliefen (Dedek et al., 1987), wurde bei wildlebenden Wasserbiiffeln in Taiwan eine nattrliche
Infektionsrate bis zu 8% beobachtet (Wang, 1991). Auch in Schweden wies man ein Onkovirus
(wahrscheinlich BLV) bel Elchen nach. Dieses Virus ruft eine Zehrkrankheit hervor und hat
bereits zum Tod von mehr als tausend Elchen gefihrt (Merzaet al., 1994). Burny et al. (1985)
machten das Bovine Leukosevirus auch fur die Zehrkrankheit von Kaninchen verantwortlich.
Die serologische Uberprifung BLV-exponierter  Personen, wie Labor- und
Schlachthofpersonal, Tierérzte und Landwirte lieferte bislang keine Hinweise fir das
Vorhandensein BLV-spezifischer AK bei diesen Personengruppen (Gilden et al., 1975; Devare
et al., 1976). Wenngleich es keinen Beweis fur die intravitale Replikation des BLV in
Schimpansen gibt, deutet sowohl ihre AK-Bildung (Van der Maaten und Miller, 1976) as auch
die erfolgreiche Infektion humaner embryonaler Zellen (Graves und Ferrer, 1976) auf eine
gewisse Interaktion des Virus mit Primatenzellen hin.

2.2. Struktur des Bovinen Leukosevirus

2.2.1. Morphologie

Elektronenmikroskopische Untersuchungen an kurzzeitkultivierten Lymphozyten BLV-
infizierter Rinder sowie von permanent infizierten Zellkulturen zeigten ein sphéarisch behilltes
Viruspartikel von 100-120 nm Durchmesser. Dieses Partikel besitzt einen Innenkorper
(Nukleoid, Core) von 60-80 nm, welcher von zwei Membranen umgeben wird (Calafat et al.,
1974; Kaaden et al., 1977). Die hexagona erscheinenden Konturen des Core lassen auf eine
ikosaedrische Symmetrie schlief?en. An die innere, diploide, einzelstrangige 60-70S RNA sind
die internen Strukturproteine p12 und p15 gebunden, die gemeinsam mit dem p10 und p24 das
Core bilden (Hruskova-Heidingsfeldova, 1995).

Wahrend des Buddings an einer zelluldren Membran werden die viralen Partikeln mit einer von
der Wirtszelle stammenden Lipiddoppelmembran umgeben. Diese bildet gemeinsam mit den
Hullproteinen gp30 und gp51 die aul3eren Membran (Envelope, Kettmann et al., 1975, 1976;
Burny et al., 1978; Ghysdael et al., 1979; Nyakatura et al., 1985). Auf der Envelope erheben
sich, wie bei murinen und felinen Typ-C-Partikeln, etwa 9 nm lange Protrusionen mit 4 nm
hohen Knopfen (Weiland und Ueberschér, 1976; Nyakatura et al., 1985). Das dimere RNA-
Genom wurde elektronenmikroskopisch dargestellt (Dekegel, 1987).
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2.2.2. Genom

Nach Sagata et al. (1985b) besteht das BLV aus 8714 Nukleotiden. Es gliedert sich wie folgt:
5 LTR-gag-prt-pol-env-X-3'LTR (Rice et al., 1984, 1985; Sagata et al., 1985b; Coulston et
al., 1990; Alexandersen et al., 1993). Den Aufbau des kompletten viralen Genoms verdeutlicht
Abbildung 1 (s. S.15).

Sagata et al. (1985b) beschrieben die komplette Nukleotidsequenz eines BLV, isoliert aus
einem bovinen, virusinduzierten Lymphosarkom (Sagata et al., 1983). Ein 8,3 kb Sacl
Fragment aus boviner Tumor-DNA (Deschamps et al., 1981) sequenzierten Couez et al.
(1984) und Rice et al. (1984, 1985), wahrend ein 8,1 kb EcoRI-Fragment der proviralen DNA
der permanent Virus produzierenden Zellinie (FLK; Van der Maaten et al., 1974) von
Rosenthal et al. (1990) sequenziert wurde. Nahezu vollsténdig analysiert wurde auch die virale
DNA, welche Coulsten et al. (1990) aus dem Herztumor eines an eRL erkrankten Rindes
isolierte. Diesem 8,26 kb EcoRI-Fragment fehlen 780 bp einschliefdich der 3'LTR. An seinem
5 Ende enthélt es 340 bp bovine genomische DNA.

Die Nukleotidsequenz von funf zusétzlichen BLV-env-Genen wurde von Mammoun et al.
(1990), die von 16 env-Klonen eines kinstlich infizierten Schafes von Willems et al. (1993a)
untersucht. Van den Broeke et al. (1988) selektierten mittels Restriktionsenzym- und
Hybridisierungsanalysen drel Proviren aus BLV-induzierten Tumoren (Provirus 344, 345,
1345). Sequenzanaysen des Provirus 1345 zeigten, dal3 es eine Deletion, beginnend mit
Nukleotid 1022 im p24 des gag-Gens bis zum Nukleotid 5332, im env-Gen besitzt.

Zwei Long Termina Repeats (LTR) flankieren das BLV-Provirus (s. Abb.1, S.15). Zwischen
LTR und Wirtszelle existieren 6 bp lange Wiederholungen der zelluléren DNA (Sagata et al.,
1984a; Derseet al., 1985). Die LTR ist 530 (Sagata et al., 1984a), 531 (Coulsten et al., 1990)
bzw. 535 bp lang (Couez et al., 1984) und umfalét die Regionen U3 (211 bp), R (228 bp) und
U5 (91 bp, Sagata et al., 1984a). Der Startpunkt fir die RNA Synthese befindet sich an
Nukleotidposition (Np) 211 (cap-site). Als Elemente der Transkriptionsregulation fungieren,
30 bzw. 92 bp hinter dem cap-site, die "TATAA"-Box und eine "CCAAT"-Box. An Np 445
befindet sich der polyA-site. Die LTR besitzt weiterhin spezifische Enhancersequenzen, die
Targetsequenzen fur das X-Genprodukt (p38) und Genabschnitte die mit pl8 interagieren
(Kettmann et al., 1982; Sagata et al., 1984a; Derse et al., 1985; Derse und Casey, 1986;
Derse, 1987). An Position 303-311 der R-Region befindet sich eine Spleif3donorsequenz. Diese
R-Region ist, wie auch beim HTLV, wesentlich langer as jene anderer bekannter Retroviren
(Sagataet al., 1984a).

Die 5’"NCR (non coding region), folgt der 5LTR und endet mit Beginn des gag-Gens. Sie
enthdt 97 bp (Derse et al., 1985). Der erste offene Leserahmen (ORF) des BLV (Np 628-
1806) umfal’dt das gag-Gen (s. Abb.1, S.15). Es kodiert die inneren Strukturproteine p24, pl15,
p12 und pl10 (Rice et al., 1985; Sagata et al., 1985b; Coulston et al., 1990). Innerhalb des
gag-Gens befinden sich die fur die Enkapsidation entscheidende Regionen (Sommer et al.,
1990; Mansky et al., 1995).
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Abb.1 : Aufbau des BLV Genoms Abb.2: env-mRNA desBLV  Abb.3: pX-mRNA desBLV
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Das prt-Gen dessen ORF 5'seitig das gag-Gen und auf der 3"Seite das pol-Gen Uberragt,
umfaldt 584 Nukleotide. Es kodiert die virale Protease (Sagata et al., 1985b).

Die pol-Sequenz kodiert die reverse Transkriptase (RNA-abhangige DNA-Polymerase). Die
Expression von Protease und Polymerase ist nur als gag-prt-pol- oder gag-prt Precursor-
Protein moglich, wobei sowohl bei der Trandation vom gag- in den prt- als auch vom prt- in
den pol-Rahmen eine minus eins Frameshift notwendig ist. Fir die erste Shift ist die
Signalsequenz AAAA/AAC (Np 1796-1803) fiur die zweite die Sequenz TTTA/AAC (Np
1332-1338) entscheidend (Hatfield et al., 1989).

Die env-Region des BLV enthélt den dritten ORF des BLV (Np 4821-6368) und kodiert 515
As. Dieser Leserahmen Uberlappt das 3'Ende des pol-Gens und enthdt 10
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Glykosylierungsorte. Eine Spleif3akzeptorsequenz befindet sich an Position 4393-4401. Die
env-Produkte sind die Hillproteine gp51 und gp30 (Sagata et al., 1985b). Im Gegensatz zu
den gag-und pol-Produkten werden die env-Hullproteine von einer einfach gespleifdten env-
MRNA trandatiert (Abb.2, S.15). Daflr wird der Spleidonor in der R-Region der 5LTR
(Sequenz: CAGG/TAAGG; Np: 303-311) und der SpleilRakzeptor in der pol-Region
(Sequenz: TCATTTC/AG; Np: 4643-4650) genutzt (Sagataet al., 1985a,b,c).

Nach Aufklarung der Nukleotidsequenz des BLV-Provirus (Sagata et al. 1984a,1985b; Rice et
al. 1985; Coulsten et al., 1990) stellte man fest, dal3 sich zwischen dem env-Gen und der
J'LTR eine zweite, fur die X-Proteine kodierende Region, genannt X (XBL), und wiederum
eine 12 bp NCR befindet. Die X-Gen-Region kommt nur bei Vertretern der HTLV/BLV-
Gruppe und bei Lentiviren vor (Rice et al., 1984; Sagata et al., 1985a; Seiki et al., 1985). Der
in diesem Genabschnitt des BLV entdeckte grof3e ORF (X-1; XBL-1; LOR) beherbergt einen
kurzen ORF (X-II; XBL-II; SOR) sowie mindestens zwei weitere Leserahmen XBL-I1V
(GIV) und XBL-I1I (RIII; Rice et al., 1984; Sagata et al., 1985a; Alexandersen et al., 1993).
Der XBL-Leserahmen beginnt mit dem Triplett an Np 6742-6744, welches keinen
Methionininitiator, sondern die Base Alanin kodiert und endet mit dem Nukleotid 8172 (Sagata
et al., 1985a,b).

Die Leserahmen XBL-I und XBL-II befinden sich auf einer gemeinsamen X-mRNA (Abb.3,
S.15). Die entdeckte 2,1 kb mRNA hybridisert sowohl mit X-Gen-spezifischen Sonden, als
auch mit solchen aus der LTR und der pol/env-Region. Dieses Ergebnis beweist das
Vorhandensein von Exons und den bereits von Rice et al. (1984) vermuteten doppelt
gespleiliten Charakter der BLV-X-mRNA. Zwel mogliche Spleif3donoren befinden sich in der
R-Region der 5’'LTR (Sequenz: CAGG/TAAGG; Np: 303-311 ) und direkt strangaufwérts des
J'Endes des pol-Gens (Sequenzz ATGG/GTAA; Np: 4868-4875). Potentielle
SpleiRakzeptoren befinden sich 170 bp strangaufwérts des env-Gens (Sequenz
TTTCAC/AG; Np: 4643-4650) und am 5Ende des X-lI-Rahmens (Sequenz:
TCTTTTAAGI/CA; Np: 7238-7248; Sagataet al., 1985a). Die resultierende X-mRNA entsteht
damit durch Herausspleif3en grof3er Teile des env-Gens, der 3'NCR, der ersten 26 bp des X-I1-
ORF und des ersten bp des X-I-ORF aus der Verbindung folgender drei Regionen: 100
Nukleotide aus der R-Region der 5LTR, einem 220 Nukleotide enthatenden Exon vom
5 Ende des Envel ope-Genes und einem 1360 Nukleotide enthaltenden Exon aus dem auf3ersten
3 Ende des viralen RNA-Genoms (Mamoun et al., 1985; Sagata et al., 1985a,c). Der BLV X-
I-Rahmen, der im proviralen Genom kein Start-ATG-Kodon besitzt, nutzt das im zweiten
Spleifidonorort befindliche und erhélt damit seine funktionelle Form an der gespleiliten mRNA.
Der resultiernde ORF ist in der Lage, ein aus 309 Aminosduren bestehendes Protein zu
synthetisieren. Die X-mRNAs vom HTLV-I, HTLV-Il und STLV besitzen ahnliche X-I-
Rahmen (Seiki et al., 1985; Wachsmann et al., 1985). Die BLV-X-mRNA enthélt ein weiteres
Startkodon. Dieses ist das env-Startkodon und gleichzeitig Start des X-11-Rahmens. Dadurch
erreicht der X-11-ORF seine funktionelle Form, er beginnt an Np 4821 mit 51 Nukleotiden aus
der env-Region.
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Neben der X-mRNA existieren fir das BLV mindestens vier weitere, alternativ gespleildte
MRNA’s. Zwei von ihnen kodieren die bisher unbekannten Proteine GIV und RIII
(Alexandersen et al., 1993; Willems et al., 1994). Die GIV-mRNA wurde bel Rindern mit
persistierender Lymphozytose und teilweise in Kélbern nach experimenteller Infektion mit dem
BLV beschrieben. Fur die Bildung der gespleifdten RIII-mRNA werden die Spleif3akzeptoren
an Position 4821 und 7018 sowie die Donoren an Np 4871 und 7098 genutzt. Die GIV-mRNA
entsteht aus Teilen der 5'LTR (Np 212-430) und 241 bp aus dem GIV-ORF (Np 7066-7307).
Fehlen die RIlI- und GIV-Sequenzen in einem ansonsten infektionsfdhigen Provirus wird die
Virusvermehrung in kinstlich infizierten Schafen beeintréchtigt (Willemset al., 1994).

2.2.3. Genomvariationen

RNA-Viren haben eine hohe Rate an Nukleotidsequenzvariationen. Fur das Influenzavirus, das
Virus der Vesikularen Stomatitis und das Poliomyolitisvirus betragt sie etwa 104 Nukleotide
pro Replikationszyklus. Insbesondere die Retroviren weisen aufgrund der eingeschréankten
Maoglichkeiten ihrer viralen Polymerase und dem Fehlen von Korrekturmechanismen eine hohe
Variabilitét ihres Genoms auf. So betragt die Substitutionsrate fir das env-Gen des Simian
Immundefizienz Virus 10-2-10-3 Substitutionen pro Platz und Jahr (Johnson et al., 1994).
Willems et al. (1993b) ermittelten fir das BLV-env-Gen insgesamt eine Mutationsrate von
0,009 % pro Jahr. Dem Humanen Immundefizienz-Virus (HIV) fehlen Mechanismen, um
Fehler wahrend der Replikation zu korrigieren, was zu einer Misinkorporation pro Genom und
Replikationszyklus fuhrt. Somit unterscheidet sich jedes virale Genom vom anderen. Diese
unterschiedlichen Mutanten kénnen durch entscheidende Verénderungen ihrer biologischen
Fahigkeiten, wie Zelltropismus, zytopathische Effekte, Replikationsrate und Antigenvariabilitét
gekennzeichnet sein. Gerade die Antigenvariabilitét erlaubt es dem Virus, den Angriffen des
Immunsystems des Wirtsorganismus zu widerstehen (Cheng-Meyer et al., 1991). Die
genomische Variabilitdt verschiedener HTLV-Isolate in vivo hangt dabei mehr von der
geographischen Herkunft der Isolate, als von der Pathologie der untersuchten Individuen ab
(Daenkeet al., 1990).

Die vallstandig bzw. nahezu vollsténdig sequenzierten BLV-Isolate (Couez et al., 1984; Rice
et al., 1984, 1985; Sagata et al., 1985b; Coulston et al., 1990) weisen nur 3% Abweichungen
ihrer Sequenzhomologie auf. Dabel ist das australische Virus im untersuchten Bereich von Np
0-7934 (Coulston et al., 1990) um 5 Nukleotide lénger (ein Nukleotid davon in der 5'LTR),
als das japanische Isolat (Sagata et al., 1985b). Im pol- und env-Gen traten im Vergleich zu
den vorher beschriebenen Isolaten Nukleinsiuresubstitutionen von 4%, im gag-Gen von 6%
auf. In diesem Bereich ereigneten sich auch 50% der Insertionen und Deletionen, so eine
Frameshiftmutation durch die Deletion des Cycteins (C) an Position 1445 und drel weiterer C
an den Podtionen 1528-1530 im Vergleich zum japanischen |Isolat. Die
Nukleinsdureverdnderungen im env-Bereich flihrten in 0,71% (beim Vergleich vom
australischen und japanischen Isolat) bzw. in 0,78% (beim Vergleich vom australischen und
belgischen Isolat) zu Aminosdurednderungen. Unbeeinflufdt blieben dabei die As an den
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Positonen 89-201 und 222-257 der env-Sequenz (Coulston et al., 1990). Mammoun et al.
(1990) untersuchten die Nukleotidsequenzen von sieben BLV-env-Genen unterschiedlicher
Herkunft. Sie konnten die untersuchten Isolate sowohl anhand der Nukleotid- als auch der
Aminosauresequenzen und unbeachtet ihrer biologischen Herkunft (Tumor, Tier mit
persistierender Lymphozytose) in zwei Subgruppen einteilen: die japanisch-amerikanische-
und die europdische Subgruppe. Innerhalb der européischen Subgruppe traten signifikant
hohere Abweichungen untereinander auf, as in der japanisch-amerikanischen. Alle
untersuchten env-Gene enthielten einen vollstandigen ORF ohne Deletionen, Insertionen,
Frameshifts oder Mutationen. VVorkommende Nukleotidsubstitutionen waren mit Ausnahme
der Region von Np 4945 bis 5111, in der sich 20% aler Veranderungen befanden, gleichméaliig
Uber das env-Gen verteilt. Nach Mammoun et al. (1990) erwiesen sich zwel Regionen
innerhalb des gp51 as hochkonservativ (As 122-234 und 255-301). lhnen scheint eine
besondere Bedeutung beim Erkennen zellul&rer Rezeptoren zuzukommen. Die besonders
variablen Regionen (As 34-121 und 235-254) beherbergen die Konformationsepitope F, G und
H bzw. das Sequenzepitop B.

Im XBL-Gen besteht eine hohe Sequenzhomologie zwischen dem japanischen, australischen
und belgischen Isolat (Coulston et al., 1990). Die Bedeutung kiinstlicher Mutationen in diesem
Bereich untersuchte Willems et al. (1992c). In Funktionsanalysen wurde bewiesen, dal3 das
Transaktivierungsvermogen aler Mutanten, die von Deletionen bzw. Linkerinsertionen
enthaltenden p38-tax-Genen kodiert wurden, erloschen ist. Damit ist der geringe Spielraum fir
strukturelle Variationen, welche die volle Funktionstlichtigkeit des Proteins erlauben,
festgelegt. Dennoch konnte eine spezifische, in der Mitte des Proteins (p38) befindliche Region
(As 157-197) ds Aktivatorregion identifiziert werden. Gleichzeitig sind die As an den
Positionen 30, 33, 50 (Cystein) und 53 (Histidin) fur die Ausbildung der typischen, fur die
Funktionsfahigkeit des Proteins erforderlichen Struktur (Bindungspunkte fir das in der Mitte
des angenommenen Tetraeders liegende Zinkion) notwendig. Mutationen einzelner As kénnen
wie beim HTLV-I-tax- und HIV-tat-Protein durch die Bildung dimerer oder trimerer
Formationen ausgeglichen werden (Willems et al., 1992c). In tellweisem Gegensatz dazu
stehen Untersuchungen von Sakurai et al. (1991). Sie fanden heraus, dal3 insbesondere die
Anfangsregion des tax-Proteins (p38) kritisch fur die funktionelle Aktivitét ist. Aminosaure-
Modifikationen im zweiten Drittel des Proteins (insbesondere As 95-145) fihrten zwar zu
geringerer Aktivitat des LTR-Promotors, zeigten jedoch, dal die strukturelle Integritét dieser
Region weniger fur die funktionelle Aktivitdt von p38 erforderlich ist, as die anderer
Regionen. Willemset al. (1992a) wiesen nach, dal3 die Transaktivierung der BLV-LTR und die
Transformation bestimmter Zellen voneinander unabhangige Funktionen des p38 sind und von
unterschiedlichen Doménen dieses Proteins abhangen.

Wachsmann et al. (1985) konnten zeigen, dal? eine Mutante des tax-Proteins des HTLV-II die
Aktivierung des HTLV-II-Promotors durch das dazugehérige Wildtypprotein hemmt. Diese
Hemmung konnte auch fir das BLV nachgewiesen werden. Sie wird um so stérker, je hoher
die Anzahl der Mutanten ist (Sakurai et al., 1991). Verschiedene Mechanismen, die zur
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Hemmung durch die Mutanten fuhren, sind denkbar: Die Mutante verbindet sich mit dem
Wildtypprotein und bildet so Multimere, die nicht in der Lage sind, den Promotor zu
transaktivieren. Sie konkurriert mit dem Wildtyp des p38 bel der Interaktion mit zelluléren
Proteinen, die fur die Transaktivierung essentiell sind. Die Mutante konkurriert um die
Bindungsstelle am LTR-Promotor. Die Mutationen demaskieren die autosuppressive Aktivitét
in der Mutante, die am Wildtypprotein nicht erkannt wird. Mutationsanalysen in bestimmten
Regionen des tax-Proteins von HTLV-l durch Smith und Green (1990) ergaben, dal3 die
notwendige Lokalisation dieses Proteins im Ken verhindert ist. Transdominante
Repressormutanten von viralen Regulationsproteinen, wie des tat-Proteins des HIV (Green et
al., 1989) und des rex-Proteins des HTLV-I (Rimsky et al., 1989), die selbst im Zytoplasma
lokalisiert waren, konnten zur Blockierung der Replikation des entsprechenden Virus
verwendet werden und stellen damit eine neue Klasse antiviraler Agenzien dar. Von Willems et
al. (1993a,b) untersuchte Mutanten waren, wie das Wildtypprotein, im Kern lokalisiert und
nicht in der Lage, as transdominante Repressoren der Transaktivierung zu wirken. lhre
Funktion als Immortalisierungsprotein blieb erhalten.

2.2.4. Proteine

Das Genom des BLV ist in der Lage vier interne Strukturproteine (p24, p15, pl12, p10), zwei
Hullproteine (gp51, gp30), vier regulatorische Proteine (p38, p18, GIV, RIII[7]), die Reverse
Transkriptase (p58) und die virale Protease (p14) zu kodieren. Die Nukleotidpositionen der
proteinkodierenden Sequenzen zeigt Tabelle 3.

Tab.3.: Nukleotidpositionen der proteinkodierenden Sequenzen des BLV

Region ORF von - bis Protein
gag 955-1596 p24
628-954 p15 (p4, pl10)
1597-1803 p12
pol 2317-4875 p58
1756-2340 pld
env 4821-5723 gp51
5724-6365 gp30
XBL 7246-8172 tax (p38)
7220-7666 rex (p18)
7044-7307 GV
6742-7098 RINI (?)
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|nterne Strukturproteine

Das p24 war das zuerst erforschte und ausfihrlich charakterisierte Strukturprotein (Miller und
Olson, 1972; Gilden et al., 1975; Devare et al.,1976; McDonald und Ferrer, 1976; Portetelle et
al., 1977). Es ist ein neutrales und méaldig hydrophobes Protein (Oroszlan et al., 1982) und
stellt die Hauptkomponente des Viruskapsids dar. Mittels mAK konnten 3 unabhangige
Epitope auf dem Molekil separiert werden (Aida et al., 1987a,b; Platzer, 1990; Platzer et al.,
1990). Zwischen dem p24 des BLV und p30 des HTLV bestehen signifikante
Sequenzhomologien (Oroszlan et al., 1982; Ghysdael et al., 1984; Rice et al., 1985). P15 ist
ein schwach basisches Protein (Kaaden et al., 1977) und das Hauptphosphorprotein des BLV -
Genoms (Uckert und Wunderlich, 1979). Von den zwei Untereinheiten des p15 bindet eine an
den Lipidanteil der viralen Membran, die andere an die virale RNA (Uckert et al., 1987). Das
p15 wird durch die Protease in p10, p4 und ein kurzes Peptid von sieben As gespalten. Das
basische p10 bindet unspezifisch RNA-Fragmente bzw. an sssDNA, die Funktion von p4 ist bis
heute noch unklar (Ghysdadl et al., 1984; Uckert et al., 1984a,b, 1987; Katho et al., 1991).
Ein weiteres basisches Protein mit einem hohen Anteil von Glycin- und Prolinresten, welches
sich in unmittelbarer N&he der virden RNA im BLV-Partikel befindet ist p12 (Uckert et al.,
1987). Dieses bei Vorhandensein von Zinkionen an Nukleinsdure bindende Protein zeigt in
seiner Aminosaurekonfiguraion 52,5% Ubereinstimmung mit dem p15 des HTLV (Rice et al.,
1984).

Zwei unabhangig von einander synthetisierte Polypeptide mit einem Molekulargewicht von
70000 (Pr 70929) und 4500 (Pr 459a9) sind die Precursoren fur p24, p15, pl12 und p10
(Ghysdadl et al., 1978,1979; Mamoun et al., 1983a,b). Fur Pr 45929 wird die Sequenz NH,-
p15-p24-p12-COOH angenommen (Sagata et al., 1985b).

Hullproteine

Die viralen Hullproteine gp51 und gp30 werden von einem 72 kDa Precursor-Protein (gPr
72¢NnV) abgeleitet (Ghysdael et al., 1978; Mamoun et al., 1983a,b). Beide Proteine sind auf der
Oberflache des Virus lokaisiert, essentiell fur die Interaktion des Virus mit den
Oberflachenstrukturen der Zielzelle (Zgac und Slavikova, 1989) und das natlrliche Ziel
neutralisierender AK (Mamoun et al., 1990). Das gp51 besteht aus 268 As. Auf dem gp51-
Molekil wurden 8 Epitope nachgewiesen (A-H). Die Determinanten F, G und H sind
Formationsepitope, A-E dagegen Sequenzepitope (Bruck et al., 1982a,b, 1984a,b; Portetelle et
al., 1989a). Als determinierende Regionen fir die Epitope F, G und H wurden die As
Positionen 34-121 bzw. 39-157 (Portetelle et al., 1989a; Mamoun et al., 1990) ermittelt. Das
aus 214 As bestehende gp30 enthdt drel, das gp51 acht mogliche Glykosylierungsorte. Die
Molekulargewichte sind 24 bzw. 30,5 kDa (Rice et al., 1984). Beide Proteine enthalten
verschiedene hydrophobe Sequenzabschnitte. Gp30 wurde in der Envelope des BLV und in der
Wand infizierter Zellen nachgewiesen (Burny et al., 1988; Ghysdael et al., 1984). Die
Anordnung der Cysteinreste im gp30 und damit die Ausbildung von Disulfidbriicken sowie sein
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Hydrophobiemuster zeigen grofRe Ahnlichkeit mit dem Hiillprotein gp21 des HTLV. Ahnliche
Ubereinstimmungen bestehen zwischen dem gp51 des BLV und gp60 des HTLV (Rice et al.,
1984).

Reverse Transkriptase und Virale Protease

Die erstmals von Kaaden et al. (1977) identifizierte Reverse Transkriptase des BLV wird wie
die Integrase durch das pol-Gen kodiert (Rice et al., 1984; Sagata et al., 1985b; Hruskova-
Heidingsfeldova, 1995). Sie hat je nach verwendeter Bestimmungsmethode ein
Molekulargewicht von 45-70 kDa (Burny et al., 1978). Das Vorlaufermolekiil (Pr 145989~
I00|) dieses Enzyms besitzt ein Molekulargewicht von 145 kDa (Ghysdael et al., 1978,1979)
und it in sener Aktivitd von der RNA ds Template und den vier
Desoxyribonukleosidtriphosphaten abhéngig (Gilden et al., 1975; Kettmann et al., 1975).
Sagata et al. (1984b) beschrieben den potentiell Protease kodierenden Abschnitt zwischen
dem gag- und pol-Gen, dessen Produkt von Yoshinaka et al. (1986) als 14 kDa Protein
identifiziert wurde. Die BLV-Protease ist extrem thermostabil und kann fast ohne Verlust ihrer
Aktivitéat bis zu 24 h bei 37°C aufbewahrt werden (Zabransky, 1993). Sie ist fur die Spaltung
verschiedener Precursor-Proteine des BLV verantwortlich, spaltet aber auch HTLV-I gag-
Precursoren (Andreansky et al., 1991; Menard et al., 1993).

Funktionelle Proteine

Sagata et al. (1985b) konnten ein von BLV infizierten Zellen produziertes 38 kDa-Protein
(p38, tax) nachweisen. Das erkannte Protein ist im Gegensatz zu anderen viralen Proteinen
nicht in das Virion inkorporiert. Zum grof3ten Teil befindet es sich im Kern der infizierten
Zelle. Es hat eine Halbwertzeit von 5 h und erfahrt keine posttrangatorischen Modifikationen,
wie Glykosylierung (obwohl dafir zwei potentielle Orte vorhanden sind), Phosphorylierung
und Hydrolysierung. Moglicherweise ist p38 ein Regulatorprotein, welches im Zellkern bel der
Kontrolle virder und/oder zellulérer Genexpression wirkt. Wie fir die X-Gen-Produkte des
HTLV wurde ein Einfluf? auf die Aktivierung der viralen LTR und die zelluldren Kontrollgene
nachgewiesen (Slamon et al., 1984). Willems et al. (1987b) vermuteten, dal3 p38 in der Lage
ist, die BLV-Leukdmogenese zu involvieren und Rattenfibroblasten zu transformieren. In
Zusammenwirkung mit spezifischen Onkogenprodukten ist esin der Lage, Tumoren in vivo zu
induzieren (Willems et al., 1992b). Es gehort damit zur Subgruppe der immortalisierenden
Onkogene.

Der X-11 Leserahmen ist in der Lage, Proteine in einer GrofRenordnung von 17-21 kDa (beim
BLV, HTLV-I, STLV) sowie 3 kDa (HTLV-Il) zu produzieren (Ghysdael et al. 1979;
Y oshinaka und Oroszlan 1985). Es ist phosphoryliert und wie p38 im Zellkern der infizierten
Zelle lokaisiert. Man nimmt an, dal3 das X-II-Produkt des BLV (pl18, rex) die virde
Replikation und/oder zellulare Transkription unterstiitzt. Von Derse et al. (1985) sowie
Balaun et al. (1991) wurde en ‘"rex-responsve eement” beschrieben. In
K otransfektionsexperimenten konnten Derse (1988) zeigen, dal3 pl18 fur die Akkumulation
vollsténdiger, virdler mRNAs und einfach gespleif3ter env-Transkripte erforderlich ist. Im
Gegensatz dazu bleibt die Synthese doppelt gespleifdter X-mRNA von der pl8 Expression
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unbeeinflul®t. Weiterhin konnte gezeigt werden, dal3 dieses Protein einen Einflu? auf die
Reaktionen am 3'Ende der virdlen mRNA hat. Die relativen Anteile von p18 und p38 in einer
Zdlle sind unbekannt (Willemset al., 1989).

Das GIV-Protein hat eine hypothetische Grof3e von 105 As bei einem Gesamtgewicht von 11,6
kDa. Es besitzt keine potentiellen Glykosylierungsorte. Moglicherweise spielt dieses Protein
eine Rollein der zelluldren und viralen Transkription und eventuell auch bei der Tumorgenese.
Die RITI-mRNA koénnte ein Protein mit 44 As und einem theoretischen Molekulargewicht von
5,5 kDa kodieren. Es besitzt einen Phosphorylierungsort. Sequenzhomologien mit dem rex
ermoglichen die Bindung von RIIl an das "rex-responsive element”. Somit konnte dieses
hypothetische Protein as transdominanter Repressor fur rex agieren (Alexandersen et al.,
1993).

2.2.5. Replikation und Expression

Wenngleich die Replikation des BLV in vielen Stufen noch unbekannt ist, so beinhaltet sie die
fur Retroviren typischen Schritte: Anheftung des Virions an einen zellspezifischen Rezeptor,
Eindringen des Virusinnenkorpers in die Zelle, reverse Transkription des viralen RNA-Genoms
Uber einen RNA-DNA-Hybriden in eine dsDNA-Kopie, Transport der dsDNA zum Zellkern
und Integration as Provirusin die DNA der Wirtszelle (Wittmann, 1993).

Waéhrend die Replikationsschritte fast ausschliefdich durch das Virion selbst gesteuert werden,
wird die Expression des BLV-Gens durch verschiedene, auch zellulare Faktoren reguliert.
Gupta und Ferrer (1982) bzw. Gupta et al. (1984) beschrieben einen im Plasma BLV-
infizierter Rinder vorkommenden "plasma blocking factor”, der in der Lage war, die virde
Expression in Lymphozytenkulturen und verschiedenen Fibroblastenkulturen zu unterdriicken.
Dieser Faktor stellt sich als nicht immunogenes Protein dar und gehort nicht zur Gruppe der
Interferone. Cantor et al. (1993) wiesen die Inhibierung der BLV-Expression und der Aktivitét
der reversen Transkriptase durch Ribozym nach.

Von besonderer Bedeutung ist die transkriptionelle Kontrolle mit Hilfe viruskodierter trans-
acting Faktoren und cis-acting Zielsequenzen (Derse, 1987; Katoh et al., 1989, Kisstoth und
Unk, 1994) sowie die posttranskriptionelle Beeinflussung vollstandiger und gespleif3ter
genetischer Transkripte.

Der retrovirale Promotor ist Bestandteil der proviralen LTR. Derse et al. (1987) konnten
nachweisen, dald die Expresson von p38 notwendig und ausreichend ist, um die
Transaktivierung des BLV-Promotors hervorzurufen. Eine 75-bp enthaltende LTR-Region
(180 bp strangaufwarts des RNA-Startpunktes) besitzt die auf das Protein ansprechenden
Elemente und funktioniert als p38-abhangiges Verstéarkerelement (Derse und Cassey, 1986,
Derse, 1987). Innerhalb dieser Region konnten an den Positionen 148 und 123 bp
strangaufwarts des RNA-Startpunktes zwel kurze Wiederholungen gezeigt werden, die eine
besondere Rolle fir die Transaktivierungsfunktion spielen. Ein drittes dazu in Beziehung
stehendes Element befindet sich 48 bp strangaufwérts des cap sites. Alle diese Elemente
besitzen eine gemeinsame Sequenz (TGACGTCA), die as zyklisches AMP- (CAMP)
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abhangiges Element oder als Bindungsstelle zelluldrer Transkriptionsfaktoren bekannt ist
(Katoh et al., 1989). Das tax-Protein des HTLV-Systems ist selbst nicht in der Lage, an diese
bestimmten DNA-Positionen zu binden. Es nutzt zelluldare Proteine, die die Seguenzen
erkennen konnen (Jeang et al.,1988; Nyborg et al., 1988; Giam und Xu, 1989; Nyborg und
Dynan, 1990).

Das zweite in der X-Region kodierte Protein (pl8) ist fur die Aktivierung des viralen
Promotors nicht erforderlich (Derse, 1987). Dieses Protein scheint, genau wie seine Analoga
des HTLV-l und HTLV-II, fur die Stabilitdt der Schleifenbildung am 3'Ende der mRNA
verantwortlich zu sein. Diese Formation ist erforderlich, um das Polyadenylationssigna
(AATAAA) und den Poly(A)-Ort einander zu ndhern (Seiki et al., 1983; Sagata et al., 19844).

Eine entscheidende Rolle in der Regulation der viralen Expression in BLV-infizierten Tieren
spielt das von Willemset al. (1992a) beschriebene, cAMP-Responsive DNA-Binding Protein
(CREB2). Gemeinsam mit der cAMP-abhéngigen Proteinkinase-A ist es in der Lage, die tax-
induzierte Transaktivierung der BLV-LTR zu steigern. Das unphosphorylierte CREB2
dagegen wirkt in vitro as Inhibitor der Transaktivierung. CREB2 und cAMP sind als zelluldre
Faktoren, auch in Abwesenheit des tax-Transaktivators, in der Lage die Expression der BLV-
LTR zu induzieren. Ihnen konnte damit eine Bedeutung fir das Frihstadium der viraen
Infektion zufallen (Willemset al., 1992a; Adam et al., 1994, 1996).

Die HTLV-I-LTR kann durch Proteinkinase-A und -C abhangige Wege beeinflult werden.
Untersuchungen von Kerkhofs et al. (1996) hingegen zeigten, dal? die BLV-Expression nicht
mit der PKA-Aktivitét korreliert und durch cAMP gehemmt wird.

Der biologische Zweck der beschriebenen Regulationswege ist noch nicht vollsténdig
aufgeklart, da Uber die BLV-Expression in vivo zu wenig bekannt ist. M&glicherweise fiihren
sie zu einem rapiden Anstieg der Virusproduktion nach einem bestimmten initialen Ereignis
(Derse, 1988). So konnte kurz nach einer Induktion die Transkription doppelt gespleif3ter pX-
MRNA vorherrschen, weil sie unabhangig von pl8 ist. Die Trandation dieser Botschaft und die
stetige Ansammlung von p38 und pl18 wirden zu einer Verstarkung der Virustranskription und
zu einem Anschalten von Prozessen, die die Expression viraler Strukturgene hervorrufen,
fuhren (Willemset al., 1987Db).

2.3. Zielzellen

Bis vor wenigen Jahren nahm man an, dal3 der B-Lymphozyt die einzige Ziellzelle des BLV sal.
Diese Vermutung stiitzte sich auf die starke zeitweilige bzw. permanente Erhéhung der Zahl
der B-Lymphozyten im Blut, dem Vorkommen dieser Zellen in BLV-induzierten Tumoren
(Burny et al., 1985; Onuma et al., 1979), die Expression viralen Antigens nach in vitro
Kultivierung von Lymphozyten (Paul et al., 1977b) und der Bildung von Synzytien nach
Kokultivierung empfénglicher Zellen mit B-Lymphozyten (Paul et al., 1977a). Die ersten BLV-
Provirusnachweise in Zellpopulationen mit hohem B-Lymphozytenanteil, wie in Tumorzellen
(Kettmann et al., 1982, 1983; Onuma et al., 1982) bzw. in Blutleukozyten von Tieren mit PL
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oder Lymphosarkomen (Kenyon und Piper, 1977; Kettmann et al., 1979, 1980a,b), verstarkten
die Annahme des B-Zélltropismus des BL V.

Der Anstieg der T-Lymphozyten in aleukdmischen Tieren bzw. Tieren mit PL gab den
Ausschlag fur die genauere Differenzierung der bovinen Leukozytenpopulation mittels
spezifischer monoklonaler AK (Williams et al., 1988a). Williams et al. (1988b) wiesen BLV-
Provirus in Kulturen, in denen die T-Lymphozyten angereichert wurden, nach. Die beiden
Hauptpopulationen  innerhalb  von  T-Lymphozytenkulturen ~ waren  nachweidich
provirustragende T-Helferzellen (CD4) und T-Supressorzellen bzw. zytotoxische T-Zellen
(CD8). Die Integration des Provirusin T-Zellen erfolgt willkirlich und an verschiedenen Orten
(Stott et al., 1991; Bembridge et al., 1995). Murakami et al. (1994a) hingegen konnten weder
in T-Zellen gesunder Schafe noch in T-Zellen von Schafen mit Lymphosarkomen integriertes
BLV-Provirus nachweisen. Obgleich in wahrend der eRL entstehenden Neoplasien CD4- und
CD8-Zdlen nachgewiesen wurden (Dimmock et al., 1990; Murakami et al., 1994a; Chiba et
al., 1995), sind B-Zellen die am haufigsten in tumordsen Lymphknoten vorkommenden Zellen
(Dimmock et al., 1990; Heeney und Valli, 1990). Phanotypisch sind dabei zwel Populationen,
die IgM* - und IgM--B-Zdllinien, zu unterscheiden (Aida et al., 1994). Die neoplastischen B-
Zellen von BLV-induzierten Tumoren der Schafe sind vom CD5™- (Murakami et al., 1994a,b)
bzw. CD5*-Typ (Birkebak et al., 1994), wahrend beim Rind bisher nur CD5*-Zdlen
beschrieben wurden (Murakami et al., 19943).

Von Levkut et al. (1995) wurde ein signifikanter Anstieg eosinophiler Zellen im Blut und in
Lymphknoten BLV-infizierter Rinder beschrieben, ohne jedoch diese Zellen auf das
Vorhandensein von BLV zu testen. Untersuchungen von Heeney et al. (1992) zeigten, dal3
auch Makrophagen Zielzellen desBLV sein konnen.

Buehring et al. (1994) wiesen die virale Infektion und Expression des BLV in Epithelzellen der
Milchdruse leukosepositiver Rinder nach.

2.4. Diagnostische Nachweisverfahren

2.4.1. Hamatologischer Nachweis
Die Ermittlung einer PL mittels hdmatol ogischer Untersuchungen erfolgt auf Basis der
-absoluten Zahl der Leukozyten und des Lymphozytenprozentsatzes oder
-der absoluten Lymphozytenzahl pro il Blut (Wittmann, 1993).
Mittels eines hamatol ogischen Diagnoseverfahrens, dem ” Leukoseschlissel”, wurden anhaltend
hohe Werte von Lymphozyten bzw. Leukozyten eingeordnet und festgestellt, ob eine PL
vorliegt. Da viele Tiere keine persistierende Lymphozytose entwickeln und ohne diese in die
tumordse Leukoseform Ubergehen konnen, ist eine Tilgung der eRL durch die Selektion
hamatol ogisch positiver Reagenten nicht zu erzielen (Ferrer et al., 1974, 1975; Ferrer, 1980;
Mammerickx et al., 1977).



25

2.4.2. Serologische Nachweisverfahren
Die folgenden serologischen Verfahren dienen dem Nachwels der Antikorperbildung as
Antwort auf eine BLV-Infektion beim Rind:

Agar-Gel-Immunodiffusionstest (AGID)

Das Prinzip des AGID ist eine unter den Bedingungen einer feuchten Kammer und bei
Zimmertemperatur for 48-72 h erfolgende Prézipitation zwischen Antigen (AG) und dem
Antikorper (AK) (Baumgartener et al., 1975; Miller et al., 1977; Straub, 1978; Wittmann et
al., 1983).

Miller und Olson (1972) berichteten erstmals Uber den Nachweis prézipitierender BLV-AK
mittels des aus Leukozytenkurzzeitkulturen einer BLV-positiven Kuh gewonnenen BLV-AG
p24. Da mit diesem Test nicht alle BLV-AK-Tréger erkannt wurden, demonstrierten Miller
und Van der Maaten (1977) die bessere Eignung des BLV-Hullproteins gp51 zum Nachweis
BLV-AK-positiver Kilhe im AGID. Die Reaktionen wurden als serologisch-leukosepositiv, -
schwachpositiv, -leukosenegativ und -zweifelhaft eingeordnet. Die in vielen Landern mit dem
AGID durchgefihrten Untersuchungen zeigten, dald dieser Test in seiner diagnostischen
Wertigkeit und Sicherheit ausreichend ist, um eine Diagnose BLV-infizierter Rinder im
Rahmen der Bekampfung der eRL vorzunehmen (Kaaden et al., 1977; Miller, 1980; Thurmond
et al., 1982; Wittmann et al., 1983).

Die Mitgliedsstaaten der Europdischen Gemeinschaft (EG) sind nach der Richtlinie
88/406/EWG des Rates der EG vom 14. Juni 1988 dazu verpflichtet, ein Programm zur
Einstufung ihrer Besténde as frel von eRL durchzufihren. In diesem Rahmen haben sie ihre
Bestande einem in der Anlage G der Richtlinie 64/432/EWG genannten Test (AGID oder
ELISA) zu unterziehen.

Enzym-linked-lmmunosorbent Assay (ELISA)

Der ELISA berunt auf der Resktion eines AK mit einem spezifischen AG und dem
anschlief3enden Nachweis dieser Reaktion mit Hilfe eines enzymmarkierten Immunreagenz.
Dabel ist einer der Reaktionspartner as Target an eine feste Phase (Mikrotiterplatte aus
Polyvinylchlorid oder Polystyrol) gebunden (Wittmann, 1993).

Fur den Nachweis des BLV wurde dieser Test erstmals von Ressang et al. (1976) eingesetzt.
In einer Vielzahl von Untersuchungen zeigte sich, da® der ELISA ene 20% hohere
Sensitivitdit as der AGID hat. Gleichzeitig konnten nach einer natlrlichen bzw.
experimentellen Infektion seropositive Reagenten um 3-37 Wochen eher entdeckt werden, as
im AGID (Burridge et al., 1982; Perlberg et al., 1984; Nguyen und Maes, 1993) und
abklingende AK-Titer Uber einen langeren Zeitraum verfolgt werden. Den genannten
Einschétzungen stehen aber auch Befunde gegeniiber, die von einer diagnostisch gleichen
Wertigkeit beider Verfahren ausgehen (Ressang et al., 1978, 1981).

Die Spezifitat des ELISA entspricht weitgehend der des AGID (Mammerickx et al., 1985b;
Miko et al., 1987; Molloy et al., 1990; Klintevall et al., 1991). Falsch positive ELISA-
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Ergebnisse treten vor alem bel nicht exakter Durchfiihrung des Tests, fehlerhaften technischen
Systemen und der Verwendung von Kolostramilch auf (Forschner und Heiseke, 1988;
Klinteval et al., 1991).
Trotz aller Diskussionen hat der ELISA gegeniber dem AGID den Vorteil des:

geringeren Antigenbedarfs

der hohreren Empfindlichkeit

der schnelleren Verfuigbarkeit der Ergebnisse

und der Moglichkeit einer objektiven Bewertung
Von Nachteil sind der hthere Aufwand an Reagenzien, Arbeitszeit und Geréteausristung
sowie die damit verbundenen Kosten (Wittmann, 1993). Den genannten Mangeln wird durch
die Moglichkeit der Verwendung von Sammelmilchproben im ELISA entgegengewirkt. Nach
Anlage G der EG-Richtlinie 64/432/EWG kann das ELISA Verfahren bei einer Milchprobe
angewandt werden, die der Milchsammlung aus einem Betrieb enthommen worden ist
(Milchpool), die mindestens ein Drittel laktierende Rinder umfal. Die Probe mul3 sich auf
Milch beziehen, die von weniger als 50 Kiihen stammt.
Neben Serum und Milch soll, im Gegensatz zu den Erkentnissen von Klintevall et al. (1994),
nach Carli et al. (1993) auch Rinderurin fir den Nachweis von BLV-AK gegen gp51 mit dem
ELISA Verfahren geeignet sain.

Weitere indirekte Nachweisverfahren

Serologische Tests wie die Komplementbindungsreaktion (KBR), der Radioimmunoassay
(RIA) und verschiedene Neutraisationstests sind aufgrund der gegeniber dem ELISA
wesentlich geringeren Rentabilitdt und Praktikabilitét nicht fur die Routineuntersuchungen
geeignet und wissenschaftlichen Untersuchungen vorbehalten (Wittmann., 1993).

Von Walker et al. (1987) wurde erstmals das Western-Blot-Verfahren zum Nachweis von
BLV-AK beschrieben. Bedingt durch den hohen materiell-technischen- und Arbeitsaufwand
fand es fur die Routinediagnostik keine Bedeutung. Veroffentlichungen von Heeney et al.
(1988), Dolz (1990), Kuzmak et al. (1993b) und Bunger et al. (1994) zeigten die Bedeutung
dieses Verfahrensin der experimentellen BLV-Analytik.

2.4.3. Direkte Nachweisverfahren

Seit Mitte der 70er Jahre gibt es verschiedene Bestrebungen, das BLV anhand seiner Enzyme,
zytopathogen Eigenschaften bzw. seines Genoms direkt nachzuweisen. Erwahnenswert sind
dabei:

der Revertasetest (Graveset al., 1977; Rosder et al., 1980)

der Synzytientest (Diglio und Ferrer, 1976; Kaaden und Frenzel, 1980; Liebermann et al.,
1983; Grundboeck et al., 1994; Klintevall et a., 1994)

der Tierversuch (Burny et al., 1978; Ferrer, 1980; Burkhardt et al., 1991)
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verschiedene Hybridisierungstechniken, z.B. Southern-Blot (Kettmann et al., 1980a,b;

Cockerell und Rovnak, 1988; Naif et al., 1990; Jacobs et al., 1992), Northern-Blot

(Sambrook et al., 1989), Spot-Blot (Naif et al., 1990) und in situ-Hybridisierung (Lagarias

und Radke, 1989; Okadaet al., 1991; Albrecht, 1996)

die Polymerasekettenreaktion (PCR, Mulliset al., 1986; Naif et al., 1990; Fechner, 1995)
Die genannten direkten Nachweisverfahren werden bzw. wurden fast ausschliefdich in der
experimentellen Leukoseforschung eingesetzt. Eine Ausnahme bildet dabel die sicher weiter an
Bedeutung gewinnende PCR.

Polymerasekettenreaktion (PCR)
Die PCR gtellt eine in vitro-Methode dar, bel der ein spezifisches Fragment einer Target-DNA-
Sequenz exponentiell vervidfédtigt wird (Mullis et al., 1986; Mullis und Faloona, 1987). Die
Entdeckung und Beschreibung der PCR durch Kary Mullis (1986) wurde as Meilenstein in der
Geschichte der Molekularbiololgie und als bedeutendster technischer Fortschritt auf dem
Gebiet der molekularen Genetik in den achtziger Jahren bezeichnet (Eisenstein, 1990). Trotz
enormer Forschungsaufwendungen kam ihre Integration in die Laborroutine nur langsam und
z6gernd zustande (Engelbert und Eisenstein, 1992). Heute jedoch sind aus der komplizierten
"Hightech-Methode" einfache und kostengiinstige Verfahren von bisher nicht bekannter
Sengitivitét und Spezifitét hervorgegangen, die in jedem Labor durchgefihrt werden kénnen
(Quirke, 1992). Der prinzipielle Ablauf der PCR besteht aus:

1. Hitzedenaturierung

2. Primerannealing

3. DNA-Synthese.
Dieser Zyklus wird i.d.R. 25-40 mal wiederholt (Erlich et al., 1988; Saiki et al., 1988; Poon et
al., 1993).
PCR Untersuchungen zum Nachweis des BLV-Provirus wurden erstmals von Naif et al.
(1990) bei Rindern, Brandon et al. (1991) bel Schafen und Wyatt et al. (1989) bel Kaninchen
durchgefuhrt.
Die hohere Sensitivitat der PCR gegeniiber serologischen Tests zum BLV-AK Nachweis
wurde mehrfach nachgewiesen. Verschiedene Untersucher zeigten, dal3 unter 20 AGID-
negativen Rindern (Naif et al., 1990), 38 AGID- und ELISA-prékolostral negativen Kalbern
(Agresti et al., 1993) bzw. 34 ELISA-negativen Rindern (Jacobs et al., 1992) 5-8,8%
Provirustrager ermittelt werden konnten. Unter optimalen Bedingungen ist es mdglich eine
einzige Template-DNA in 10°-106 Zellen nachzuweisen (Saiki et al., 1988). Popov et al.
(1993) wiesen 600 Kopien des BLV-Provirus in 150.000 Zellen nach. Auf der anderen Seite
gab es jedoch auch Beobachtungen, bel denen mit dem AGID oder ELISA BLV-AK
nachgewiesen wurden, der BLV-Provirusnachweis mit der PCR jedoch negativ verlief
(Murtaugh et al., 1991; Jacobs et al., 1992; Kuzmak et al., 1993a; Klintevall et al., 1994).
Agresti et al. (1993) bewiesen die hthere Spezifitat der PCR gegeniiber dem ELISA. Sie
konnten bei 5,5% von 36 BLV-Provirus negativen, neugeborenen Kdbern im AGID und
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ELISA BLV-AK bestimmen. Das negative PCR-Ergebnis lief3 darauf schlief3en, dald es sich
dabei um falsch positive Resultate bzw. den Nachweis maternaler AK handelte.

Die enorme Empfindlichkeit der PCR macht eine absolut korrekte Arbeitsweise erforderlich,
damit unerwiinschte DNA-Sequenzen (Kontaminationen) nicht vervielfdtigt werden und das
Resultat verfdschen (Weber und Wehrle, 1994). Kwok und Higuchi (1989) haben die
Kontaminationsproblematik anschaulich in einem Vergleich dargestellt: Werden nach
abgeschlossener Amplifikation 100 W PCR-L6sung in ein Schwimmbad gegeben, das Wasser
durchmischt und anschlief3end wieder 100 il entnommen, dann ist darin immer noch mehr as
einen Kopie des Amplifikates enthalten.

Da sich dieses Kontaminationsrisko im Routinebetrieb trotz sorgfatiger Arbeit nicht mit
ausreichender Sicherheit vermeiden &%, kann ein Reaktionsschritt zwischengeschaltet werden,
der bereits vor der eigentlichen PCR-Resktion vorhandenes Amplifikat zerstért und damit eine
Dekontamination gewahrleistet. Im Gegensatz zur nattirlichen DNA (Probenmaterial) wird fir
die PCR angtelle der Base Thymin Uracil eingesetzt. Das im PCR-Reaktionsmix enthaltene
Enzym Uracil-N-Glycosylase katalysiert bei einer Temperatur 37 °C fur 30 min vor Beginn der
PCR-Zyklen den Abbau Uracil-haltiger Amplifikate, die Thymin-haltige DNA stellt jedoch kein
Substrat fur dieses Enzym dar. Bel den fur die PCR erforderlichen hohen Temperaturen wird
die Uracil-N-Glycosylase inaktiviert, so dal3 neu gebildete Amplifikate nicht abgebaut werden
(Weber und Wehrle, 1994).

In der Humanmedizin haben kommerzielle PCR-Testkits fir den Nachweis einer Vielzahl
bakterieller und viraler DNA Einzug in die Laborroutine gefunden (z.B. Amplicor-Kits der Fa
Roche, GEN-ETIK-Kits der Fa. Sorin, BACU-Kits der Fa. BfGA). Sie erlauben die
hochspezifische, hochsensitive Detektion der gewinschten DNA, bel  minimaem
Arbeitsaufwand und idealer Kontaminationsprophylaxe. Bleibt zu hoffen, dald3 ein solches
System in der Zukunft fir den Nachweis des BLV zur Verfligung steht.

2.5. Immunologie

Die Bildung humoraer AK ist die Primérantwort des Rindes auf die BLV-Infektion (Wittmann,
1993). Den Hauptreiz fur die AK-Bildung bildet das gp51 mit seinen acht Epitopen (A-H). Die
Epitope A, B, D und E sind auch am denaturierten gp51 erkennbar und werden aus diesem
Grund a's Sequenzepitope bezeichnet.

Die AK des Rindes sind vor alem gegen die Epitope F, G und H gerichtet, wahrend die AK
des Schafes wesentlich mehr AG-Determinanten erkennen kdnnen (Bruck et al., 1984a,b). Die
Présentation der Epitope F, G und H ist von der nativen, dreidimensionalen Struktur des gp 51
abhéangig. Sie werden deshalb als Konformationsepitope bezeichnet (Bruck et al., 1984b;
Portetelle et al., 1989a). Sie befinden sich auf einem schwach glykosylierten, proteolytischen
Fragment am NH,-Ende des gp51 (Bruck et al., 1982a,b; Portetelle et al., 1989a,b). Genauere
Untersuchungen der As-Sequenz der Epitope F, G, und H von vier verschiedenen BLV-
Isolaten (FLK-BLV, T15-2, LB 285, VdM 7628) fuhrten zur Einteilung des BLV in
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unterschiedliche Phanotypen (Portetelle et al., 1989a,b). Tabelle 4 beschreibt die Isolate, zeigt
die Positionen der As-Abweichungen zum gp51 der FLK- BLV und benennt die verénderten
As.

Tab.4: Verdnderte As Positionen im env-Bereich eines amerikanischen und zweier belgischer BLV-
Isolate im Vergleich mit der FLK-BLV und Darstellung des Phanotyps

Isolat Herkunft Aminosaureposition Phanotyp
15 25 40 41 49 62 88

FLK-BLV USA(PL) A S A K S Q R FGH*

T15-2 Belgien(T) T P R F H FGH*
LB 285 Belgen(T T A P R F H  FGH*
VdM 7628 USA (PL) K FGHH*

T: Isolat aus einem Tier mit leukotischen Tumoren

PL: Isolat aus einem Tier mit persistierender Lymhozytose
+: Epitop vorhanden

- Epitop nicht vorhanden

+-: Vorhandensein des Epitops zweifel haft

Mamoun et al., 1990 zeigten, dal3 die As-Abweichungen der verschiedenen Isolate zur FLK-
BLV sehr begrenzt sind. Weder potentielle Glykosylierungsorte noch Cysteinreste lief3en
Veradnderungen erkennen. Bei keinem der Isolate fihrten Abweichungen in der Sequenz zum
Verlust aler drei untersuchten Epitope. Ein FG"H- -Virus wére wahrscheinlich nicht in der
Lage, sich im Wirt zu vermehren und wirde das Ende der viralen Evolution bedeuten
(Portetelle et al., 1989a,b). Platzer (1990) konnte vier weitre Epitope I, K, L und M des BLV-
gp51 bestimmen und lokalisieren.

Neben dem gp51 werden AK gegen das Core-Protein p24, das Membranprotein gp30, sowie
gegen pl15, pl12, p10, das tax- und rex-Protein und gegen die Prékursorproteine Pr709ag,
gPr728V und Pr4492a9 gebildet (Miller und Olson, 1972; Kaaden et al., 1977; Y oshinaka und
Oroszlan, 1985; Beier et al., 1987; Willemset al., 1987a; Heeney et al., 1988). Das p24 besitzt
drei Epitope, von denen zwei eine stimulierende Wirkung auf CD4(+) T-Lymphozyten besitzen
(Platzer et al., 1990a; Mager et al., 1994).

Der Nachweis von BLV-AK it bereits 0-14 Tage nach der Infektion mdglich, wobel entweder
zuerst gp51 oder p24 bzw. beide gleichzeitig gebildet werden (Wittmann, 1993). Johnson et al.
(1994) entdeckten 3 Wochen nach der artifiziellen Infektion von Schafen BLV-AK, welche
Uber den gesamten Untersuchungszeitraum von 120 Wochen nachweisbar waren. Infolge der
experimentellen Infektion von Kabern mit 1,2x10° FLK-BLV-Zellen bzw. Lymphozyten
konnten Rulka et al. (1994a,b) 14 bzw. 28 Tage post infectionem BLV-AK im ELISA
nachweisen. Dabel war der AK-Titer nach Infektion mit Lymphozyten 20fach héher als der
nach Inokulation von FLK-Zéllen.

Die gebildten AK sind Vertreter der Klassen IgG und IgM, selten IgA. Batmaz et al. (1995)
zeigten, dal3 BLV-AK-positive Rinder auch insgesamt einen hoheren IgG1- und einen
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niedrigeren IgM-Titer haben, als serologisch negative Tiere. Gleichzeitig besteht eine positive
Korrelation zwischen der Anzahl der Lymphozyten und dem 1gG1-Spiegel dieser Tiere. Nach
Wittmann (1993) sind die IgM-AK im Titer hoher und bleiben Uber einen langeren Zeitraum
auf hoherem Niveau as die vom IgG-Typ.

Die AK haben in vitro eine hemmende Wirkung auf die Virusinfektiositét (Zavada et al.,
1978), die Virusfreisetzung aus Blutlymphozyten oder Zellkulturen und auf die durch BLV
induzierbare Synzytienbildung (Diglio und Ferrer, 1976; Bruck et al., 1982ab, 1984b). Sie
weisen eine komplementabhdngige Zytotoxizitdt gegen virusproduzierende Zellen auf
(Portetelle et al.,1978; Ristau und Weppe, 1984). Nur das Epitop G wird auf der Oberfléche
BLV-produzierender Zellen prasentiert und kann damit Angriffspunkt der zytotoxischen
Abwehr sein (Bruck et al., 1982a). AK kdnnen die Ausbreitung des Virus im Organismus nicht
verhindern und schiitzen nicht vor Tumorbildung (Burny et al., 1980).

Weitere humorale Faktoren mit regulatorischer Funktion sind der plasma blocking factor
(Gupta und Ferrer, 1982; Guptaet al., 1984), welcher in der Lage i<, die virale Expression zu
unterdriicken. Sein Gegenpart ist der plateled-derived factor (Burny et al., 1988). Beide
konnten Hauptregulatoren der BLV-Expression in peripheren Blutlymphozyten sein
(Wittmann, 1993).

2.6. Sequenzierungsmethoden

Verschiedene Methoden, die der Analyse des Genoms poly- und eukaryotischer Zellen dienen,
wurden beschrieben. Durchgesetzt haben sich Restriktionsenzymanalysen,
Oligonukleotidhybridisierungen und die Sequenzierungsmethoden nach Maxam und Gilbert
(1977; chemische Methode) bzw. Sanger (1977; enzymatische Methode).

2.6.1. Maxam-Gilbert-Methode

Die Maxam-Gilbert-Technik wird auch as chemische DNA-Sequenzierung bezeichnet, da sie
auf vier verschiedenen, mehr oder weniger basenspezifischen Spaltungen mit Hilfe von
organischen Reagenzien beruht (Maxam und Gilbert, 1977). Wichtige Voraussetzung fir die
Sequenzierung ist die einseitige Markierung der zu sequenzierenden ss- oder dsDNA, entweder
an ihrem 3'- oder 5-Ende. Das markierte Ende stellt den Fixpunkt dar, von dem aus die
Sequenzierung beginnt. Die basenspezifische Spaltung des zu sequenzierenden DNA-Molekils
verlauft in drei Schritten. Im ersten Schritt wird eine Base der DNA chemisch modifiziert.
Dabei sind die Reaktionsbedingungen so gewahlt, dal3 im statistischen Mittel jedes DNA-
Molekdl nur einmal angegriffen wird. Im zweiten Schritt wird die modifizierte Base
abgespalten und anschlief3end im dritten Reaktionsschritt der DNA-Strang genau an jener
Stelle gespalten, an der die Base entfernt wurde. Man unterscheidet G-, (G+A)-, (T+C)- und
C-spezifische Reaktionen. Die bel den vier Spaltungsreaktionen entstandenen, fur die
Ermittlung der DNA-Sequenz relevanten DNA-Fragmente haben ein gemeinsames, fixiertes,
markiertes Ende und enden, je nach verwendeter Spaltungsreaktion, entweder mit A, C, G
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oder T. Diese Fragmente werden in einem Sequenzgel elektrophoretisch voneinander getrennt.
Nach der Autoradiographie des Gels bzw. der Detektion einer Fluoreszensreaktion 183 sich
die Basensequenz der DNA direkt ermittein. Ob bei den (G+A)-, bzw. (T+C)-spezifischen
Reaktionen jewells die eine oder die andere Base reagiert hat, erkennt man durch Vergleich mit
der jeweiligen G-, bzw. C-spezifischen Reaktion. Inzwischen gibt es zahlreiche Modifikationen
und alternative Resktionen der urspringlich von Maxam und Gilbert (1977) beschriebenen
Methode.

2.6.2. Sanger-Methode

K ettenabbruch-Methode

Atkinson et al. (1969) zeigten, dal3 2',3'-Didesoxythymidintriphosphat (ddTTP) anstelle von
Desoxythymidintriphosphat (dTTP) durch Polymerase in die wachsende Oligonukleotidkette
eingebaut werden kann. Da aber ddTTP keine 3-Hydroxylgruppe enthdlt, kann die
Kettensynthese nicht weitergefihrt werden. Genau an dieser Position kommt es zum
Syntheseabbruch. Inkubiert man Primer und Template mit DNA-Polymerase bel
Vorhandensein einer Mixtur aus ddTTP und dNTP's, entstehen Fragmente, die ale das gleiche
5-Ende und ddTTP an ihrem 3-Ende besitzen. Die Erkenntnisse lassen sich auf die anderen
Nukleotide erweitern. Bel separater Inkubation und separatem Gellauf kann die Sequenz des
interessierenden DNA-Fragmentes exakt ermittelt werden. Als Syntheseinhibitoren kdnnen
neben den Desoxyderivaten Arabinosenuklectide (ara) verwendet werden. Arabinose ist ein
Sterecisomer von Ribose an der die 3-Hydroxylgruppe in trans-Position zur 2-
Hydroxylgruppe angeordnet ist. Jeweils am Ort des Einbaus von Arabinose in die DNA-Kette
kommt es zum Abbruch der Synthese.

Die von Sanger et al. (1977) beschriebene Kettenabbruch-Methode erfordert drei
Reaktionsschritte. Zuerst erfolgt die Verbindung von Template und Primer. Diesem schlief3t
sich die Inkubation der vier separaten Ansétze mit DNA Polymerase, ANTP s und ddNTP s an.
Dem dritten Schritt, der Zugabe markierter dATP's (chase), folgt das Auftragen der
Reaktionsansédtze auf ein Sequenzgel. Die Auswertung der Autoradiographie kann friihestens
nach achtstiindiger Expositionszeit, ca. 80 Nukleotide vom 5 Ende des Primers entfernt
beginnend, vorgenommen werden.

Die Vorteile der Kettenabbruch-Methode gegeniiber der von Sanger und Coulsen (1975)
beschriebenen Plus-Minus-Methode sind vielgestaltig: eine vorausgehende Verléangerung des
Primers ist nicht nétig, es kann kommerziell erhéltliche Polymerase verwendet werden, das
Resultat ist eindeutiger, d.h. mit weniger Artefakten behaftet und es kann in enem
einzelnenVersuchsansatz ein grofRerer DNA-Abschnitt sequenziert werden. Generell ist es
maoglich, Sequenzen 15-200 bp beginnend vom Primer Bindungsort zu lesen. Beobachtete
Artefakte sind groftenteils auf Kontaminationen des Fragments zurtickzufihren.
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2.6.3. Modifizierte Sequenzierungsverfahren

Cycle-sequencing

Eines der modernsten Verfahren zur direkten Sequenzierung doppelstrangiger DNA, das
Cycle-sequencing, beruht auf einer Kombination von PCR-typischen Zyklen (Denaturierung,
Primerhybridisierung und Elongation) mit der Kettenabbruch-Methode nach Sanger. Durch die
Verwendung der aus dem Bakterium Thermus aquaticus stammenden Hot-Tub-Polymerase
kann die Sequenzreaktion nicht nur bel hohen Temperaturen erfolgen, sondern auch in einer
thermozyklisch verlaufenden Reaktion in einem PCR-Thermocycler (Srivastava et al., 1992).
Sie hat bei 95°C eine Halbwertzeit von 90 min und ein Temperaturoptimum zwischen 60-75°C.
lhre Polymerisationsrate betrégt bis zu 40 Basen pro Sekunde, bei fehlender Endo- und
Exonukleaseaktivitét.

Das Cycle-sequencing ist einfach durchzufihren, die Probenvorbereitung unkompliziert und es
ist moglich, auch geringste DNA-Mengen (<40 fmol dsDNA, bzw. 10 fmol ssDNA) zu
sequenzieren sowie DNA mit geringem Reinheitsgrad zu amplifizieren (Sears, 1992)

Cycle-sequencing unter Verwendung degenerierter Primer

Die Sequenzierung unbekannter DNA’s stellt oftmas ein Problem dar, da auch die
Oligonukleotidsequenz fir die zu verwendenden Primer unbekannt ist (Compton, 1990). Um
die Lange der spezifischen Primersequenzen zu reduzieren, werden sogenannte
Desoxyribonukleosinmonophosphat enthaltende, degenerierte Primer hergestellt. Das Cycle-
sequencing mit degenerierten Primern verl&uft in zwel Schritten. Zuerst wird der degenerierte,
Inosin enthaltende Primer verlangert und an seinem 5" Ende markiert. Diese Verlangerung wird
unter limitierenden Bedingungen ausgefihrt: Pal3genauigkeit, geringe dNTP-Konzentration
und suboptimale Temperaturen fur die Polymerisierung, so dal3 nur ein Annealing spezifischer
Primer gefbrdert wird. Im zweiten Schritt werden bei gesteigerter Annealing- und
Elongationstemperatur ddNTP's zugefihrt. Insbesondere von hochdegenerierten Primern ist
eine hohe Konzentration erforderlich, um spezifische Ergebnisse zu erzielen (Lee und Caskey,
1990; Kwon und Snisky, 1995).

Genomische Amplifizierung mit Transkript-Sequenzierung

Die genomische Amplifizierung mit Transkript-Sequenzierung (GAWTYS) ist ein Verfahren, bei
dem wéhrend der Amplifizierung ein PCR-Primer eingesetzt wird, welcher mit einem T7-
Promotor gekoppelt ist. Die Geschwindigkeit der Sequenzierung steigt dabel auf das Funffache
(Stoflet et al., 1988). Aufgrund der Komplexitdt des menschlichen und tierischen Genoms
enthdlt die amplifizierte und transskribierte Sequenz auch Genomsegmente, die durch
Kreuzhybridiserung der Primer entstanden sind. Das Ergebnis sind nicht interpretierbare
Sequenzen. Die Spezifitédt kann durch Verwendung eines Oligonukleotidprimers fir reverse
Transkriptase, welcher sich in der interessierenden Region befindet, gewdahrleistet werden. Die
reverse Transkriptase wird anschlief3end fur die Sequenzierung nach der Didesoxymethode
genutzt. Im Gegensatz zu herkdmmlichen Sequenzierungsmethoden werden bei der GAWAT's
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drei Primer benttigt, von denen der reverse-Transkriptase-Primer endmarkiert ist. Diese
Methode kann auch dann angewandt werden, wenn von der Ausgangs-DNA weniger als ein
Nanogramm vorhanden ist (Stoflet et al., 1988).

2.6.4. Direkte Sequenzierung von PCR-Produkten

Versuche von Leitner et al. (1993) zeigen, dal3 die direkte Sequenzierung von PCR-Produkten
weder in Bezug auf Sensitivitdt noch Sensibilitét Nachteile gegentiber klonierten Produkten
aufweist. Der traditionelle Weg um heterogene Populationen zu analysieren, besteht in der
Isolierung vieler einzelner Klone gefolgt von einer Large Scale Sequenzierung (Demolis et al.,
1995). Diese Prozedur hat viele Nachteile gegentiber der Direktsequenzierung. Die Klonierung
ist aufwendig und zeitraubend, eine Quantifizierung kann nur in indirekter Weise erfolgen.
Werden klonierte PCR-Fragmente untersucht, kann nicht unterschieden werden, ob es sich bei
Mutationen um natirliche Variationen oder um Fehler der PCR-Polymerase handelt. Die
direkte Sequenzierung ist fir automatische Sequenziergerdte anwendbar und eréffnet grof3e
Moglichkeiten bei der Analyse komplexer viraler oder heterologer genomischer Populationen.
Aber auch die direkte Sequenzierung von PCR-Produkten enthdt kritische Schritte: die
Reinheit der PCR-Produkte (Kontamination mit PCR-Primern) und die Uberwindung der
sofortigen Renaturierung (Casanova et al., 1990). Durch asymmetrische PCR (ein Primer
liegt in hundertfach hoherer Konzentration gegeniber dem anderen vor) kann das
Renaturierungs-Problem umgangen werden. Die Zugabe von DMSO oder Mn-Puffer zur
Verbesserung des L eseerfolges verdndern die Reaktionsbedingungen nicht.

2.6.5. Automatische Sequenzanalysen unter Verwendung Fluoreszensfarbstoff-
markierter Primer

Smith et al. (1985,1986) und Prober et al. (1987) beschrieben erstmals eine auf dem Sanger-
Prinzip beruhende Methode fir die partielle, automatische Sequenzanalyse. Diese Technik
basiert auf der Messung fluoreszierender Strahlung, welche von DNA-Fragmenten wahrend
ihrer elektrophoretischen Auftrennung ausgesandt wird. Der Fluoreszensfarbstoff ist an das
5Ende des Oligonuklectidprimers gebunden. Werden vier, mit unterschiedlichen
Fluoreszensfarbstoffen markierte Primer mit jeweils einem ddNTP gepaart, so konnen die A-,
C-, G- und T-Resktionen kombiniert und in einer gemeinsamen Bande auf dem Sequenzgel
aufgetragen werden. Gleiches gilt fur die Verwendung unterschiedlich markierter ddNTP. Die
letztere Methode hat den Vortell, vollig unabhéngig von den verwendeten Sequenzprimern zu
sein und nur wirkliche Kettenabbruch-Ergebnisse sichtbar zu machen. Die emittierte Strahlung
wird von einem Argon-Laser gemessen, in einer Sammellinse fokussiert und gefiltert, um sie
anschlief3end in einem Fotomodul in digitale Signale umzuwandeln und einem Computer zur
Interpretation zuzuf Uhren.

Die verwendeten Fluoreszensfarbstoffe mussen folgende Kriterien erfullen: 1. lhr
Absorbtionsspektrum mufd mit einem gewohnlichen Laser eingefangen werden kénnen und darf
nicht mit anderer Fluoreszensstrahlung des Gels interferieren. 2. Die Emissionsmaxima der
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Fluoreszensfarbstoffe  missen sich  deutlich  voneinander  unterscheiden. 3.  Die
Fluoreszensintensitét sollte adaquat der Sensitivitét des Lasers sein. 4. Die Farbstoffe durfen
weder die Reaktion des Primers mit der zu sequenzierenden DNA beeinflussen, noch die
Elektrophorese behindern. Diese Bedingungen werden von Tetramethylrhodamin-Farbstoffen
(Tamara) erfillt (Connell et al., 1987).
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3. Material und Methoden
3.1. Untersuchungsmaterial

3.1.1. Tiermaterial

Die Untersuchung umfaldte 37 Rinder unterschiedlichsten Alters aus sechs von einander
unabhangigen Besténden der Bundeslander Berlin, Brandenburg, Mecklenburg-Vorpommern,
Baden-Wirttemberg und Sachsen-Anhalt. Von ihnen konnten, mit Ausnahme des Tieres
15313, in den Jahren 1992-1995 Blutproben entnommen werden. Die Blutprobenentnahme
erfolgte aus der Vena jugularis oder Vena subcutanea abdominis im Herkunftsbestand bzw. auf
dem Schlachthof. Das Blut wurde mit den Antikoagulantien Heparin sodium (5 IE/ml Blut), 50
mM EDTA (Ethylendiamintetraessigsure) oder 4%iger Natriumzitratlosung (10 ml/40 ml
Blut) versetzt und bei -20°C gelagert. Eine Blutserumgewinnung erfolgte durch Zentrifugation
geronnenen Blutes bei 2500 U/min (K23, Fa. Janetzki) fir 10 min. Bestandsnummer, Herkunft
und Kennzeichnung der Probanden sind der Tabelle 5 zu entnehmen.

Tab.5: Bestandsnummer, Herkunft und Kennzeichnung der untersuchten 37 Rinder

Bestand Herkunft Anzahl Tiernummer
der Tiere

1 Sachsen- 12 32, 58, 68, 92, 134, 159, 356, 370, 374, 376, 527,
Anhalt 574,

2 Sachsen- 17 3, 44, 145, 149, 153, 155, 167, 216, 237, 268, 273,
Anhalt 282, 324, 590, 599, 607, 615

3 Brandenburg 4 5,6,7,41335

4 Mecklenburg- 1 15313
Vorpommern

5 Brandenburg 1 45

6 Berlin 1 6869

7 Baden- 1 2
Wirttemberg

Besonderheiten einzelner Bestdnde
Bestand 1:
Die Milchviehherde des Bestandes 1 ist sait 1986 im BLV-AGID negativ. Im Jahre 1992
wurden bel einer zugekauften Férse ein BLV-AK-Titer festgestellt. Diesem Befund folgte die
sofortige Eleminierung des betroffenen Tieres. 1985 und 1986 mufie je ein Tier des Bestandes
aufgrund tumoréser Verdnderungen, deren Ursache nicht abgeklart wurde, gemerzt werden.
Das 1993 zugekaufte Tier 159 entstammte einem BLV-saniertem Bestand.
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Bestand 2:

Seit 1990 wurden in diesem Bestand keine BLV-AK festgestellt (EL1SA-Untersuchung anhand
von Milchproben im 10er-Pool). Die erste Probenentnahme fir die eigenen Untersuchungen
erfolgte 1993. Zu diesem Zeitpunkt befanden sich die Probanden zwei Monate post partum
(p.p.)- Sie standen seit einem Monat ante partum (a.p.) in einer Gruppe. Das Tier 44 wurde bei
einer Routinekontrolle zwei Monate p.p. as BLV-AK Tréger entdeckt und gemerzt. Tier 590
entwickelte 3 Monate p.p. multiple Lymphknotenschwellungen, zeigte starke Abmagerung und
Leistungsminderung und mufdte daraufhin der Krankschlachtung zugeftihrt werden.

Bestand 3:
Bel den Tieren 5, 6, und 7 handelte es sich um im AGID und ELISA BLV-seropositive Farsen
eines eRL-Sanierungsbestandes. Das Tier 41335 war ein BLV-ELISA positives Milchrind
eines bereits sanierten Bestandes. Es wurde nach der Isolierung aus dem Heimatbestand as
Versuchstier der Bundesforschungsanstalt fur Viruskrankheiten der Tiere in Wusterhausen
eingestellt.

Bestand 4:

Das Uber Jahre im AGID und ELISA BLV-positive Tier 15313 wies eine persistierende
Lymphozytose auf und verstarb 1980 an tumordser Leukose. Es war Eigentum des Friedrich-
Loffler-Instituts fur Tierseuchenforschung, Insel Riems.

Bestand 5:
Das Tier 45 entstammt einem eRL-Sanierungsbestand und erwies sich 1993 in einer ELISA-
Routineuntersuchung als BLV-AK Tréger.

Bestand 6:
Das Rind 6869 der Chirurgischen Tierklinik der Freilen Universitdt Berlin zeigte bei der
routineméal3digen Untersuchung mittels ELISA BLV-AK.

Bestand 7:

Das Tier 2 wurde 1979 geboren, infizierte sich wahrscheinlich horizontal mit dem BLV und ist
seit dem 18. Lebensmonat im ELISA und AGID serologisch positiv. Es ist hamatologisch
unaufféllig und wies am Tag der Blutentnahme (1995) einen Hamatokrit von 32% und 5025
Lymphozyten/pl auf. Das Rind befindet sich im Besitz der Bundesforschungsanstalt fir
Viruskrankheiten der Tiere in Wusterhausen.

Blutproben der untersuchten Tiere aus den Bestdnden 3 und 7 wurden uns von Frau Dr.
Dagmar Beier von der Bundesforschungsanstalt fur Viruskrankheiten der Tiere Wusterhausen
zur Verfigung gestellt.
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3.1.2. Kontroll-DNA

Die fur DNA-Préparationen verwendeten Zellinien stammten aus der Stammhaltung des
Institutes fir Virologie des Fachbereiches Veterinarmedizin der Freien Universitét Berlin.

Als Negativkontrolle stand DNA von BLV-Provirus negativen Rindern unterschiedlichster
Herkunft und die DNA der nicht BLV-infizierter Fledermauslungen-Zellinine (bat) zur
Verfligung.

Als Positivkontrolle diente sowohl das Plasmid pBLV 12, ein in das Trégerplasmid pBR 322
integriertes, von Sagata et al. (1985a) isoliertes 8714 bp grofes Provirus, as auch die
praparierte DNA der permanent BLV-produzierenden Fetalen Lammnierenzellinie (FLK-BLV)
von Van der Maaten und Miller (1976). Diese FLK-BLV wurde dem Friedrich-L 6ffler-Instituts
fur Tierseuchenforschung, Insel Riems 1986 von Prof. Burny (Brussel) in der 66. Passage
Ubergeben und anschliefRend dem Institut fir Virologie des Fachbereiches Veterinarmedizin der
Freien Universitét Berlin zur Verfiigung gestellt

Als weitere Positivkontrolle diente der | -BLV HU1-Klon (HU-KIon). Dieser Klon beherbergt
8.1 kb viraler DNA-Sequenz (Nyakatura et al., 1985). Die Sequenzierung des tax-Bereiches
der FLK-BLV efolgte unter Verwendung das Plasmides pNSV4313 (enthélt das Hindlll-
EcoRI Fragment des HU-Klons). Der fur Sequenzanalysen des LTR-Bereiches verwendete
U1-Klon enthdlt 5L TR und gag-Gens des HU-Klons.

3.2. Verwendete Puffer und Lésungen
Verwendete Puffer und Losungen werden nur einmal, an der Stelle ihrer Ersterwdhnung
beschrieben.

zu Punkt 3.4. DNA-Préparation
Losung I: 25 mM TrisHCI (pH 7,5); 10 mM EDTA (pH 8,0); 15% Saccharose

L6sung I1: 0,2 M NaOH; 1% SDS
Lysepuffer I: 0,32 M Saccharose; 5 mM MgCl»;1% Triton X-100; 10 mM Tris HCI (pH 7,5)

Lysepuffer I1: 2ml 0,5 M EDTA (pH 8,0); 0,4 ml 10% SDS; 0.88 ml 5M NaClO4

SDS-K-Puffer: 1l 1 M TrisHCI (pH 7,8); 1 il 0,5 M EDTA; 5 ul 10% SDS; 90,5 il Aqua
bidest.; 2,5 Yl Proteinase K Ldsung (Stammlosung: 20 mg/ml)

TE-Puffer (pH 8): 10 mM TrisHCI (pH 8,0); 1 mM EDTA (pH 8,0)

Tween-K-Puffer: 0,5 pul Tween 20; 0,5 pl Proteinase K; 99 pl Aqua bidest.

zu Punkt 3.5. Isolierung von ssDNA

NaCl/PEG (Polyethylen-Glycol) -Ldsung: 20 % PEG 6000; 2,5 M NaCl

Spezialbouillon: 200 pg Ampicillin, 125 pg Kanamycin und 0,05 pg Thiamin pro ml NB-I
(s. 3.10)
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zu Punkt 3.9. Agarosegel elektrophorese

Ladepuffer mit Bromphenolblau: 0,25% Bromphenolblau; 40% [w/v] Glukose in Aqua bidest.

Ladepuffer mit Orange G: 0,5 ml Orange G (2,5% [w/v] in Aqua bidest.); 2,5 ml Glycerin;

TAE 50x: 242 g Tris, 57,1 ml Eisessig in 800 ml Aqua bidest. 16sen; pH 7,0 mit 10 N NaOH
einstellen; Aquabidest. ad 1 |

zu Punkt 3.10. Klonierung

Elutionspuffer: 1 M NaCl, 20 mM Tris HCI (pH8), 1 mM EDTA, 1 pg tRNA/20 pl

Na&hrbouillon-1 (NB-I1): 25 mg NB-I-Trockensubstanz; 1 g D(+)-Glukose; 4,33 ml geséttigte
MgCL »-L6sung; 1| Aqua bidest.; sofort nach Herstellung autoklavieren

Nahragar-I (NA-I): 36 g NAI-Trockensubstanz auf 1 | Aqua bidest.; sofort nach Herstellung
autoklavieren

zu Punkt 3.11. Sequenzanalyse

Acrylamid-Stamml 6sung 40%: 95 g Aa; 5 g NN Methylenbisacrylamid; Aqua bidest. ad 250
ml

Acrylamid-Arbeitd 6sung 5%: 168 g Harnstoff; 48 ml Acrylamid-Stammlésung; 80 ml TBE
10x; Aqua bidest. ad. 400 ml (vor Gebrauch filtrieren, kihl lagern)

Ammoniumpersulfat (APS) 10%: 350 mg APSin 3,15 ml Aqua bidest. [6sen und kuihl
lagern

Bindesilan: 10 ml Ethanol (96%); 2,5 ml Essigsaure 10%; 37,5 ul Bindesilan (bis zum
Gebrauch mindestens 20 h bei 8°C gelagern)

Gellosung: 50 ml Acrylamid-Arbeitdl6sung (5%); 400 il Ammoniumpersulfat (10%); 40 i
TEMED (N,N,N",N’"-Tetramethyl-Ethylendiamin)

TBE 10x: 121,1 g Tris; 51,35 g Borsédure (kristallin); 3,72 g EDTA; Aquabidest. ad 1 |

dNTP-Arbeitsmixe: siehe Tabelle 6

Tab.6: Zusammensetzung von dNTP-Arbeitsmixen

Arbeitsmix

A C G T
0,5 mM dATP 1 20 20 20
0,5 MM dCTP 20 1 20 20
0,5 MM dGTP 20 20 1 20
0,5 MM dTTP 20 20 20 1

Angabenin
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ddNTP-Arbeitsverdiinnungen: siehe Tabelle 7

Tab.7: Zusammensetzung von ddNTP-Arbeitsverdiinnungen

Arbeitsverdiinnung
Stammldsung Aqua bidest.
10 mM

ddATP 3 197

ddCTP 15 600

ddGTP 2 398

ddTTP 5 95

Angaben in pl

zu Punkt 3.13. Leukozytenkurzzeitkultur

Antibiotika (AB)-Stammldsung (Penicillin/Streptomycin): 2 Mio IE Penicillin; 1 g Strepto-
mycin; PBS-Gebrauchslosung (steril) ad 20 ml

Dulbeco-modified-Minimal-Essential-Medium: 92,5 Dulbeco-modified-Minimal-Essential-
Medium; 18,5 g NaHC® Aqua bidest. ad 5 I; vor Gebrauch Zugabe von 3 ml AB-
Stammldsung/l und 10% Neonatalem Kalberserum (NKS)

Leibowitz Medium: 70,6 g Leibowitz Medium; Aqua bidest. ad 5 I; vor Gebrauch Zugabe von
3 ml AB-Stammldsung/l und 10% NKS

Minimal-Essential-Medium: 53,2 g Eagle Minimal-Essential-Medium; 1,75 g Nafi@O
Aqua bidest. losen; Aqua bidest. ad 5 I; vor Gebrauch Zugabe von 3 ml AB-
Stammldsung/l und 10% NKS
(alle Medien wurden sterilfiltriert; Sartoriusfilter 0,15 bzw. 0,2 pm Porengrol3e)

PBS-Stammltsung (20x): 320,0 g NaCl; 8,0g KClI; 8,0 ,R€&,; 54,0 g NaHPO, x Hy0;
Aqua bidest. ad 2 | (autoklavieren)

PBS-Gebrauchslosung (pH7,2): 50,0 ml sterile PBS Stammlésung 20x; Aqua bidest. ad 1 |
(autoklavieren)

zu Punkt 3.14. ELISA

Coatingpuffer pH 9,6: der Losung 1 Losung 2 zufihren bis pH 9,6 erreicht ist
Losung 1: 5,3 g N#COgin 1 | Aqua bidest.
Losung 2: 4,2 g NaHC&n 1 | Aqua bidest.

PBS-Tween: PBS; 0,05% Tween

Substratlosung: Phosphat-Zitrat Puffer 0,05 MoRa,; 0,1 M Na-Zitrat (pH 5); 0,04%
Ortho-Phenylendiamin; 0,03%,8,
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zu Punkt 3.15. Westernbl ot
Gellésungen

Acrylamididsung: Acrylamidldsung 30%; Bisacrylamid 0,8% in 100 ml Aqua bidest. 16sen,
filtrieren, bel 4°C dunkel lagern

Ammoniumpersulfat 10%: 40 mg in 400 Wl Aqua bidest. [6sen

TrissHCI/SDS 4x (pH 6,8): 6,05 g Trisbase; 0,4 g SDSin 40 ml Aqua bidest. [6sen, mit HCI
auf pH 6,8 einstellen; Aqua bidest auf 100 ml auffillen, filtrieren, bei 4°C lagern

TrissHCI/SDS 4x (pH 8,8): 91 g Trisbase; 2 g SDSin 300 ml Aqua bidest. 16sen; mit HCl auf
pH8,8 einstellen; Aqua bidest auf 500 ml auffllen, filtrieren, bel 4°C lagern

Gelmischungen
Sammelgel 5% Acrylamid (fur 20 ml): 1,3 ml Aa; 2,5 ml 4xTris-Cl/SDS (pH 6,8); 6,1 mi
Aqua bidest.; 0,01 ml TEMED; 0,05 ml APS
Sockelgel 12% (Endvolumen 8 ml): 3,0 ml Aa; 1,875 ml 4xTris-ClI/SDS (pH8,8); 3,125 ml
Aqua bidest.; 0.01 ml TEMED; 0,05 ml APS 10% (erst kurz vor dem Gebrauch zugeben)
Trenngel: sehe Tablle 8

Tab.8: Zusammensetzung von 5 bzw. 10%igen Trenngelen

Trenngel prozentualer Anteil an Acrylamid
Stammlésung in ml 5% 10%
Aa. 25 5
4xTris-CI/SDS (pH 8,8) 3,75 3,75
Aqua bidest. 8,75 6,25
TEMED 0,01 0,01
APS 10% 0,05 0,05

Lysepuffer fur Zellen RIPA |
RIPA-Detergenz (10x): 10% Triton X-100; 10% (w/v) Natriumdesoxycholat; 1% SDS
RIPA-Salze (10x): 1,5 ml NaCl; 0,5 M Tris-HCI (pH 7,5)
RIPA-I Puffer: 10 ml RIPA-Detergenz (10x); 10 ml RIPA-Salze (10x); PM SF-Stammlésung
0,1 M in Isopropanol oder Ethanol; Gelatine 0,1%; Aqua bidest. ad 100 ml
Endkonzentration der Reagenzien im RIPA-I-Puffer: 1% Triton X-100; 1%
Natriumdesoxycholat; 0,1% SDS; 0,15 M NaCl; 0,05 M TrigHCI pH7,5; 0,001 M PMSF;
0,1% Gelatine
Kathodenpuffer: 0,025 M Tris; 0,192 M Glycin; 0,1% SDS; pH 8,3
Anodenpuffer: 0,025 M Tris; pH 8,3
Probenpuffer 2,5x fur 10 ml: 0,0756 g Tris; 0,2 g SDS 2%; 1 ml Glycerin 10%;
pH 6,8 mit HCI einstellen; [3-Mercaptoethanol 5%; 0,01 g Bromphenolblau 1%
SDS-Transferpuffer 10x: 30,2 g Tris; 144 g Glycin; 5 g SDS; Methanol 20%



3.3. Chemikalien und Testkits

Tab.9: Herkunft von Chemikalien und Testkits
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Chemikalien bzw. Testkits

Hersteller- bzw. Vertriebsfirma

1 kb Leiter

Acrylamid

Agarose

Ammoniumpersulfat

Ampicillin

AutoRead ™ SequencingKit
Bindesilan

Borsaure

Bromphenolblau

Casiumchlorid

Chloroform

D(+) Glukose
Dulbeco-modified-Minimal-Essential-Medium
dNTPs

Eagle Minimal-Essential-Medium

EDTA

Essigsdure

Ethidiumbromid

Formamid Farbl 6sung

Heparin sodium

Hot Tube sequencing system
|soamylalkohol

| sopropanol

Kinase

Kinasepuffer

Konjugat: Pferde-Anti-Rind-1gG-POD
Leibowitz Medium

Ligationspuffer

Lysozym

Magic™ PCR Purification System
NA-I|

Gibco BRL

Serva

Serva

Serva

Jenapharm

Pharmacia Biotech

LKB Prod. Bromma

VEB Laborchemie Appolda
Serva

Reachim, Serva

Berlin Chemie Adlershof
Serva

Serva

Boehringer

Institut fur Immunpréparate und Nahrmedien,
Berlin-Well3ensee

Roth

VEB Laborchemie Appolda
Serva

LKB Prod. Bromma
Weddel

Amersham Life Science
Merck

Merck

Amersham

Amersham

Sigma

Biochrom KG

Boehringer

Serva

Promega

Institut fur Immunpréparate und Nahrmedien,
Berlin-Well3ensee




Tab.9: Fortsetzung
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Chemikalien bzw. Testkits

Hersteller- bzw. Vertriebsfirma

NB-I

NN"Methylenbisacrylamid

Octanol

Orange G

PCR Primer

Penicillin

Plasmid ZF 11

Primer

Proteinase K

Rainbow coloured molecular weight protein
marker

rATP

Resaktionspuffer 10x

Reppelsilan
Restriktionsendonukleasen

RNAse

Sequenzprimer

SS phage DNA kit

Streptomycin

T4-Ligase

T7Sequencing™ Kit
Taqg-Polymerase, PCR Reaktionspuffer 10x
TEMED

Triton X 100

T-Vector System

Western-Light Protein Detection Kit

Institut fur Immunpréparate und Nahrmedien,
Berlin-Weil3ensee
Gibco BRL
Merck

Serva

MWG, Roth
Jenapharm
Promega

MWG Biotech
Boehringer
Amersham

Stratergene

Boehringer, Promega
LKB Prod. Bromma
Boehringer, Promega
Boehringer

Promega

Dianova

Heyl

Promega

Pharmacia Biotech
Perkin Elmer, Promega, Roth
Gibco BRL, Stratergene
Serva

Promega

Serva

3.4. DNA-Pré&paration

3.4.1. Praparation genomischer DNA aus Blut

Chloroform-Oktanol Préparation

10 ml Zitratblut wurden mit 40 ml Lysepuffer | versetzt, 2-3 min bei Raumtemperatur (RT)
inkubiert und anschlief3end in der Zentrifuge K23 (Fa.Janetzki) 20 min bei 3500 U/min und 4°C
zentrifugiert. Das gewonnene Sediment wurde in 2 ml 0,9%iger NaCl-Losung resuspendiert
und dann mit Lysepuffer-1l versetzt. Nach 2-3 minutigem leichten Schwenken erfolgte die
Zugabe von 1 Volumen Chloroform/1-Oktanol (24:1). Dem 10 minttigen Schiitteln folgte eine
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Zentrifugation bei 3600U/min und 4°C fir 20 min. Die viskdse Oberphase wurde
abgenommen und 1:1 mit Chloroform vermischt, anschlie@end 10 min leicht geschuittelt und
bei 3600 U/min und 4°C fur 20 min zentrifugiert (bis zum Verschwinden der Interphase muf3te
dieser Schritt wiederholt werden). Aus der gewonnenen, mit einem Volumen Isopropanol
versetzten Oberphase konnte die ausgeféllte DNA auf einen Glasstab gewickelt werden. Nach
dem Waschen mit 70%igem kalten Ethanol mufite die aufgewickelte DNA bis zur Losung in 1
ml Aqua bidest. bei RT solange gelagert werden, bis der Alkohol vollstandig verdunstet war.

Schnellpréparation unter Verwendung von Proteinase K

e Variante nach Kawasaki (1990)

50 pl Zitratblut wurden mit 0,5 ml TE-Puffer (pH 8,0) versetzt, kraftig geschuttelt und
anschlieBend 10 s bei 14000 rpm Tischzentrifuge (5415 C; Fa. Eppendorf) zentrifugiert. Dem
Dekantieren des Uberstandes folgte die mindestens zweimalige Reinigung des Sedimentes mit
2x 0,5 ml TE-Puffer. Das letztgewonnene, in 100 pl Tween-K-Puffer resuspendierte Pellet,
wurde 45 min bei 56°C und anschlieRend 10 min bei 95°C inkubiert.

Schnellpraparation ohne Verwendung von Proteinase K
20 pl heparinisiertes Blut oder Zitratblut ist, abgefullt in ein 1,7 ml Reaktionsgefal3, unter
Verwendung der Tischzentrifuge wie folgt bearbeitet worden:

. Zusatz von 1 ml TE-Puffer pH 8, kraftig schitteln

. zentrifugieren fiir 15 s bei 14000 rpm, dekantieren des Uberstandes

. Zusatz von 1 ml TE-Puffer pH 8 zum Sediment, vollstandige Resuspension

. zentrifugieren fiir 15 s bei 14000 rpm, dekantieren des Uberstandes

. |6sen des Sediments in 50 pl Aqua bidest.

. erhitzen der Proben im Thermomixer 5436 (Fa. Eppendorf) fir 10 min auf
95°C

Nach vollstandigem Durchfrieren der Proben bei -20°C konnten sie fur weitere
Untersuchungen (insbesondere PCR) genutzt werden.

3.4.2. Minipraparation von Plasmid-DNA (pDNA)

Far ca. 16 Stunden bei 37°C auf NA-I mit 200 pg Ampicillin (Amp)/ml selektierte
Bakterienkolonien (E.coli, Stamm DH5) wurden mit sterilen Holzszahnstochern abgepickt und
in 5 ml NB-I (200 pg Amp/ml) bei 37°C und 275 U/min fur ca. 16 Stunden auf einem
Bakterienschuttler (Fa. Infors AG) angezogen. Nach Abkihlung der Zellsuspension fir
mindestens 10 min auf Eis wurden die Zellen bei 3000 U/min und 4°C tber 20 min pelletiert.
Dem Suspendieren des Zellpellets in 150 pl Lésung | schloR sich der Zusatz von 30 ul
Lysozym-Stammlésung und eine Inkubation bei RT fiir 10 min an. Nach Zugabe von 430 pl
Losung-Il und grundlicher Durchmischung wurde der Ansatz 5 min im Eisbad gekuhlt und
nachfolgend 320 pul 3 M NaOAc (pH 4,6) zugegeben. Der sich anschlieRenden Durchmischung
auf dem Schuttler (Vibrofix VF 1, Fa. Janke und Kunkel) folgte eine 20 minutige Inkubation
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auf Eis. Durch Zentrifugation bei 5000 U/min und 4°C fir 20 min konnte der Reaktionsansatz
geklart werden. Dem in 1,7 ml ResktionsgefaRe dekantierten Uberstand wurden 550 pi
Isopropanol zugegeben und die pDNA und bakterielle RNA bei RT innerhalb 20 min
ausgefdlt. Die geféllten Nukleinsduren konnten bei 14000 rpm (Tischzentrifuge) innerhalb von
10 min pelletiert werden. Das mit 500 pl ca. 8°C kaltem, 70%tigem Ethanol gewaschene, 5
min zentrifugierte (14000 rpm) und luftgetrocknete Pellet wurde in 80 pl TE mit 0,2 pg
RNAse gelost und anschlief3end bel 37°C fur 20 min inkubiert. Nach Abzentrifugation nicht
geloster Bestandteile war der Uberstand fiir weitere Untersuchungen einsetztbar.

3.4.3. Grol3praparation von pDNA

Bakterienkolonien fur pDNA-Grof3préparationen wurden in 500 ml NB-I Medium angezogen.
Die DNA-Préparation erfolgte wie unter Punkt 3.4.2. beschrieben, aber mit 100fachem
Volumen der Reagenzien. Der DNA-Isolation schlof3 sich eine Reinigung mittels
Casiumchloridgradienten an (s. 3.7.2., S.45).

3.5. Isolierung von Einzelstrang-DNA

Die Isolierung von Einzelstrang-DNA (ssDNA) erfolgte unter Verwendung des E.coli-
Stammes GM 1674 und des Bakteriophagen M 13K 07, die uns das Institut fir Biochemie des
Fachbereichs Veterindrmedizin der Freien Universitét Berlin zur Verfigung stellte. Zu 180 pl
kompetenter GM 1674 Zellen wurden 1 pl Plasmid-DNA (Konzentration 100-500 ng/pl) und
19 ul Aqua bidest. pipettiert. Nach Kihlung des Ansatzes fir 30 min im Eisbad, Erhitzung auf
42°C fur 2 min, nochmaliger Abkuhlung fir 5 min und einstiindiger Inkubation bei 37°C mit
800 pl NB-I, konnten unterschiedliche Volumina (10, 50, 200 W) auf NA-I-Agarplatten (200
ug Amp/ml Agar) ausgestrichen werden. Nach ca. 16 h erfolgte die Uberfilhrung von
Einzelkolonien in 1 ml NB-I (200 pg Amp/ml Bouillon) und deren Anzucht bei 37°C und 270
U/min auf dem Schittler. Weitere zwei Stunden spéter wurden 50 yl Phagenstock M 13K 07
hinzugegeben und fir eine Stunde bei 37°C und 150 U/min geschiittelt. Nach Uberfiihrung des
Ansatzes in 4 ml Spezialbouillon und einer Wachstumszeit von 16-18 h bel 37°C und 300
U/min auf dem Bakterienschittler konnte die ssDNA der rekombinanten Phagen wie folgt
prépariert werden. Der 10 minttigen Inkubation auf Eis folgten 5 min Zentrifugation bei 3000
U/min (Zentrifuge K23, Fa. Janetzki) und nach Uberpipettierung der Uberstande in neue
Reaktionsgefdlie eine weitere Zentrifugation fur 10 min bel 5000 U/min. Zu jeweils 4 mi
klarem Uberstand wurde 1 ml NaCl/PEG-L 6sung gegeben, gemischt, die ssDNA 10 min bei
RT gefdlt, anschlief3end 10 min bei 4°C und 5000 U/min zentrifugiert und das Pellet in 80
TE gelost. Die Reinigung der ssDNA erfolgte mit Hilfe des "SS phage DNA kit" nach
Anweisung des Herstellers. Die im speed vac concentrator Jet 1000 (Fa. Frobel) getrockneten
Pellets wurden in 20 Wl Aqua bidest. gel6st und waren nach Abzentrifugieren der Glasmilch fir
die Sequenzierung einsetzbar.
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3.6. DNA-Quantifizierung und qualitative Charakterisierung

Die Bestimmung von DNA-Konzentrationen erfolgte durch Extinktionsmessung bel ener
Wellenlénge von 260 nm mit dem Specord M 40 (Fa. Carl Zeiss Jena). Dabel entsprachen 1
OD260 = 50 pg ds-DNA/ml Ldsungsmittel (Sambrook et al., 1989). War diese
Konzentrationsmessung aufgrund geringer  DNA-Mengen nicht mdglich, erfolgte eine
Auftrennung im Agarosegel und ein direkter Vergleich mit der 1 kB Leiter (5 W Leiter
entsprechen 1 pg DNA).

Die Einschdtzung der Reinheit der DNA bzw. pDNA erfolgte durch Bestimmung des
Quotienten E260/E280, der zwischen 1,8 und 2,0 liegen sollte.

3.7. Reinigung von pDNA

3.7.1. Phenolreinigung

Die mit 1 Volumen equilibrietem Phenol versetzte pDNA wurde nach grindlicher
Durchmischung 5 min bei 14000 rpm (Tischzentrifuge) zentrifugiert und die entstandene
Oberphase in ein neues Reaktionsgeféld dUberfuhrt, mit 1 Volumen Phenol/Chloroform
/Isoamylakohol (25:24:1) vermischt und wie im vorhergehenden Resktionsschritt zentrifugiert.
Die neu entstandenen Oberphase wurde mit 1 Volumen Chloroform versetzt und nochmals 5
min bel 14000 rpm zentrifugiert. Bis zum vdlligen Verschwinden der Interphase mufie die
Prozedur wiederholt werden. Es schlof? sich die Fallung der DNA aus der letztgewonnene
Oberphase mittels 2fachem Volumen Ethanol an.

3.7.2. Casiumchlorid-Reinigung

Die Reinigung von pDNA, insbesondere aus Grof3praparationen, erfolgte mittels CsCl,-
Gradientenzentrifugation. Nach Mischung von 4,5 g CsCl,, 4,08 ml gel6ste pDNA und 0,42 ml
Ethidiumbromididsung, sowie dem Einbringen des Gemisches in Quick-seal-tubes (Volumen 5
ml, Fa. Beckmann) und exaktem gegeneinander Austarieren, wurden die Tubes verschlossen
und bei RT im VTi 80 Rotor (Fa. Beckmann) bei 65000 U/min fur 22 Stunden in ener
Beckmann-Ultrazentrifuge (L8-M) zentrifugiert. Nach dieser Zeit waren unter UV-Licht im
Zentrum des Gradienten zwel Banden sichtbar. Die untere, zirkuldres Plasmid enthaltende
Bande, wurde mit Hilfe einer Einwegspritze mit aufgesetzter Kanile abgesaugt und in ein
steriles Reagenzglas Uberfuhrt. Die Zugabe eines doppelten Volumen Isoamylakohol zu der
DNA-L 6sung diente dem Auswaschen von Ethidiumbromid. Dem Durchmischen des Ansatzes
schlof? sich eine Inkubation fir 20-30 min bel RT an. Unter Verwerfen der jewells oberen
Phase wurde die Prozedur so lange wiederholt, bis die untere Phase farblos erschien. Zu 1 ml
der gereinigten DNA-LGsung wurde ein gleiches Volumen Aqua bidest. und 8 ml 96%iger
Ethanol (20°C) gegeben und die DNA Uber Nacht bel RT ausgeféllt. Anschlief3end erfolgte
eine Zentrifugation fur 15 min bel 5000 U/min und 4°C (K23, Fa. Janetzki). Das gewonnene
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pDNA-Pellet wurde 2-3 ma mit 70%igem Ethanol (4°C) gewaschen und nach dem Trocknen
in 500-1000 Il TE (pH 8) gel6st.

3.8. Spaltung von pDNA und Amplifikaten mit Restriktionsendonukleasen

Die Spaltung von pDNA und PCR-Amplifikaten erfolgte unter Verwendung der nachfolgend
erwdhnten Restriktionsendonukleasen und den von den Herstellern empfohlenen Puffern (10x;
A, B, M oder H) bei 37°C fur 60-90 min (in Ausnahmefdlen bis zu 15 Stunden). Es wurde

folgender 20 pl-Ansatz pipettiert:

0,5-1,0 pg DNA

2,0 W Puffer (10x Reaktionspuffer)
1,0-3,0 Unit/pg Restriktionsendonuklease
Aqua bidest. ad 204

verwendete Restriktionsendonukleasen:
Aatll, BamHI, Bcll, Bgll, Dral, Hindll, Pstl, Pvul, Pvull, Sacl, Sacll,

3.9. Agarosegelelektrophorese

Die Spalt- (sehe Punkt 3.8.) oder PCR-Reaktionsanséize (siehe 3.12.) wurden mit 2,5 pl
Orange G- oder Bromphenolblau-Gel-Ladepuffer vermischt und auf ein Agarosegel (0,8-1,5 g
Agarose und 50-100 pg Ethidiumbromid /100 ml TAE) aufgetragen. Hatten die erwarteten
Restriktionsfragmente eine Grof3e kleiner 500 bp, erfolgte die Herstellung hochprozentiger
(1,2-1,5%) Gele, fur grofere Fragmente die 0,8-1,0%iger Gele. Als Marker diente die 1 kB
DNA-Leiter. Die bei 50-80 Volt mit dem Gene Power Supply GPS 200/400 (Fa. Pharmacia)
aufgetrennten DNA-Fragmente konnten mit dem Translluminator (Fa Hoefer) sichtbar
gemacht werden.

3.10. Klonierung von DNA-Fragmenten
3.10.1. Herstellung spezifischer DNA-Fragmente

Die Herstellung spezifischer DNA-Fragmente erfolgte mittels PCR (s. 3.12,, S52) aus
genomischer DNA bzw. durch Spaltung vorhandener pDNA (s. 3.8., S.46).
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3.10.2. Isolierung von DNA-Fragmenten

|solierung mittels NA-45 Membranen

Nach elektrophoretischer Auftrennung der DNA-Fragmente bzw. des PCR-Ansatzes wurde
quer zur Laufrichtung vor der gewlinschten Bande ein der Grof3e der Bande entsprechendes,
mindestens 30 min in Eluationspuffer getauchtes Stiick NA-45 Membran (Fa. Schleicher &
Schill) inseriert. Die Elektrophorese erfolgte solange, bis das Fragment vollsténdig auf die
Membran aufgelaufen war. Die Membran wurde anschlief3end mit 180 Wl Eluationspuffer, dem
1 ul tRNA Stammlésung zugesetzt war, 20 min bei 56°C inkubiert. Nach dem Uberfulhren der
Flussigkeit in ein neues 1,7 ml Reaktionsgeféld erfolgte der Zusatz von zwei Volumenteilen
eiskaltem, 96%igem Ethanol. Durch die Lagerung bei -20°C fir mindestens zwei Stunden féllte
die DNA aus. Sie konnte anschlielend durch Zentrifugation, 15 min bel 14000 rpm
(Tischzentrifuge), pelletiert und mit 70%igem, 4°C kaltem Ethanol gewaschen werden. Die
L 6sung des getrockneten Pellets erfolgte in 50-80 yl TE bzw. Aqua bidest..

Fragmentgewinnung mittels Magic PCR Preps DNA Purification System for Rapid Purification
of DNA Fragments (Fa. Promega)

100 W Purification-Puffer und 50-150 Yl PCR-Reaktionsansatz wurden in ein 1,7 ml
Resktionsgefald gegeben und vermischt. Dieser Mischung wurden 1 ml Magic PCR Preps
Resin zugegeben, 3x innerhab einer Minute gemischt und der Ansatiz in eine ,Magic
Minicolumn® Uberfuhrt. Es schlof3 sich die Waschung mit 1 ml 80 %igem Isopropanol und,
nach Umsetzung auf ein Eppendorf-Reaktionsgefal3, eine Zentrifugation fir 20 s bei 14000
rpm (Tischzentrifuge) an. Dem Uberfiihren der Saule auf ein neues Reaktionsgefal und dem
Zusatz von 20-30 gl Aqua bidest. folgte nach einer Minute Wartezeit eine erneute
Zentrifugation fur 20 s bei 14000 rpm. Die eluierte DNA war sofort fir weitere
Untersuchungen einsatzbereit oder konnte bei -20°C gelagert werden.

3.10.3. Ligation
Die Ligation von Vektor und Fragment erfolgte unter Verwendung des gespaltenen und
dephosphorylierten Vektors Zf 11, T4-Ligase, Ligationspuffer und rATP bzw. unter Nutzung
des T-Vector-Systems. Als Ausgangsfragment diente gereinigtes, in Aqua bidest. geldstes
PCR-Produkt oder im PCR-Reaktionsansatz befindliches Amplifikat.
Es wurde folgender Ligationsansatz pipettiert:

-0,5-2,0 pg Fragment

-1,0 ul rATP

-2,0 Yl Ligationspuffer

-1,0 Wl Vektor (50 ng/pl)

-1,0 Yl Ligase

-Aquabidest. ad 20
Die Inkubation erfolgte 8-18 h bei 8°C.
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3.10.4. Transformation kompetenter Zellen

Der Ligationsansatz wurde mit 180 yl Suspension kompetenter Zellen (E.coli, Stamm DH5)
vermischt, 30 min im Eisbad, 2 min bel 42°C und nochmals 5 min im Eisbad inkubiert. Der
Zugabe von vier Volumen NB-I-Medium schlof3 sich eine einstiindige Inkubation bei 37°C an.
AnschliefRend wurde die Zellsuspension in unterschiedlichen Volumina (20 pl, 200 pl, 680 )
auf NB-I-Agarplatten (200 pg Amp/ml) ausgestrichen und fur mindestens 16 h im Brutschrank
(37°C) inkubiert.

3.11. Sequenzanalyse

Die Sequenzanalyse erfolgte unter modifizierter Anwendung der bei Sanger et al. (1975, 1977)
beschrieben K ettenabbruchmethode.
Generell besteht die Mdoglichkeit der Einzel- oder Doppelstrangsequenzierung unter
Verwendung von radioaktiven bzw. fluoreszierenden Markern. Das Ausgangsmaterial lag
entweder as Fragment (nicht kloniert) oder in einen Vektor ligiert und vermehrt (kloniert) vor
(siehe 3.10.2.). Eswurde generell zwischen vier Verfahren unterschieden:

1. Methode nach Sommer (1992)

2. Hot Tub DNA-Sequencing

3. T7-Sequencing

4. AutoRead-Sequencing

Die nachfolgnde Abbildung 4 gibt einen Uberblick (ber die durchgefiihrten
Sequenzierungsmethoden.

Sequenzierung

é 1
2
= e
4
Markierung Fragment Markierung Fragment
radioaktiv kloniert radioaktiv kloniert
nicht kloniert nicht radioaktiv.  nicht kloniert

Abb.4: Durchgefihrte Sequenzierungsmethoden im Uberblick
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3.11.1. Far die Sequenzierung verwendete Primer und deren Markierung
Fur die Sequenzierungsreaktion wurden folgende Sequenzprimer verwendet:

Tab.10: Sequnzprimer, ihre Abkirzung und Sequenz

Primer Abklrzung Sequenz
-pUC/M13 forward |M13fw short |5 -GTTTTCCCAGTCACGAC-3
(-40) 17mer
-pUC/M13reverse [M13rev short |5 -CAGGAAACAGCTATGAC-3
17mer
-pUC/M13 forward |M13fwlong |5-CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC-3
(-47) 24mer
-pUC/M13reverse |M13reviong |5-TCACACAGGAAACAGCTATGAC-3
22mer
-SP6 Promotor SP6 5-GATTTAGGTGACACTATAG-3Z
19mer
-T7 Promotor 22mer | T7 5-TAATACGACTCACTATAGGG-3

Auller den in Tabelle 10 aufgefihrten Primern kamen die in Tabelle 11 (s. S.53)
zusammengestellten Primer zur Anwendung.

Kinierungsreaktion
Fur die Kinierungsreaktion wurden 2 Wl Primer mit 1 pl Kinasepuffer, 4,5 pl Wasser, 2
2PgATP und 0,5 Yl Kinase 45 min bei 37°C inkubiert und anschlief3end 2 min gekocht.

3.11.2. Sequenzierungsreaktion
Reaktionsansatz bel Verwendung des Hot Tub DNA sequencing systems (Fa. Amersham)

Fur die Sequenzierungsreaktion wurden die Reagenzien des Hot Tube DNA sequencing
systems verwendet. Fur jede Probe galt folgender Préreaktionsmix:

-0,6-1 ug DNA

-1,5 pl Primer (Kiniert)

-0,5 Wl Puffer

-0,7 Wl Hot Tub DNA Polymerase

-Aquabidest. ad 10
Nach Verteilung dieses Mixes zu gleichen Teilen auf je 2,5 pl der vier *didesoxy terminations’ -
Mixe wurde die Sequenzierungsreaktion im Thermocycler (Fa. Perkin EImer) gestartet. Die
Temperaturen waren abhangig von der Schmelztemperatur des jeweils verwendeten Primers.
Die Reaktion enthielt aber in jedem Falle die folgenden sechs Schritte:
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1. Denaturierung der DNA bei 84-88°C fir 3-7 min
2. Denaturierung bei 84°C fur 1 min
3. Annealing der Primer fir 30 s
4. Synthesereaktion fur 1,15 min
5. Abkiihlung des Ansatzes auf 4°C
6. Beendigung der Reaktion durch Zugabe von 4 W Formamid Stopplésung und
Lagerung der Ansétze bis zur weiteren Bearbeitung im Tiefkthlschrank
Die Schritte 2-4 wiederholten sich 12-20 mal.

Resaktionsansatz bei Anwendung der Methode nach Sommer

Die Herstellung der dNTP-Arbeitsmixe und ddNTP-Arbeitsverdinnungen bel Verwendung
von radioaktiv markierten Primern (siehe 3.2.) erfolgte nach Hinweisen von Herrn Dr. G.
Sommer, Institut fir Biochemie des Fachbereiches Veterinarmedizin (Standort Mitte) der
Freien Universitét Berlin. Die dNTP-Arbeitsmixe und ddNTP-Arbeitsverdiinnungen wurden im
Verhdtnis 1:1 gemischt und sind im Folgenden a's "Buchstabenmix” bezeichnet.
Es wurde folgender Préreaktionsmix hergestellt:

-0,5-1,0 yg in Aqua bidest. gel6ste DNA

-2,0 Wl Puffer 10x Taq (Mg frei)

-1,2 yl MgCl, -Lésung (6 Wl MgCl, / 100 pl Aqua bidest.)

-1,5 yl Primer (kiniert, siehe 3.11.1)

-Aquabidest. ad 10
Der Prareaktionsmix wurde fur 15 min bei 56°C inkubiert, 1,0 pl verdinnte Tag-Polymerase
(0,25 pl Tag und 0,75 W Tag-Puffer) hinzugegeben und anschlief3end auf vier Eppendorf
Reaktionsgefélie, in denen sich je 2,0 yl Buchstabenmix befand, verteilt. Es schlof3 sich eine
nochmalige Inkubation fir 5 min bei 56°C an. Die Zugabe von 2 pl Chaise Mixes (enthalt
0,125 mM jedes der vier dNTP's) und die Inkubation des gesamten Ansatzes fur 15 min bei
56°C mit anschlief3endem Eisbad beendete die Reaktion. Die Reaktionsgemische wurden
daraufhin 10-15 min im Speedvac concentrator (Jet 1000) eingedampft und in 4 pl Formamid-
Farbl6sung gelOst.

Reaktionsansatz bel Verwendung des T7-Sequencing Kit (Fa. Pharmacia)
In Abwandlung des vom Hersteller empfohlenen Reaktionsablaufes erfolgte die Sequenzierung
mit dem T7-Sequencing Kit in folgender Weise:

10 yl DNA Losung (ca. 1,5-2.0 pg)
+ 2 Y 2M NaOH/2mM EDTA
+ 8 Wl Aqua bidest.

® 5mnRT
+ 2l 2M NH4Ac, pH 4,6

+ 60 pl 96% Ethanol
® mischen
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® 20 min bei 4°C zentrifugieren

® Uberstand absaugen und verwerfen
+ 80 pl 80% Ethanol

® 5minbei 4°C und 12000 rpm zentrifugieren
® Uberstand absaugen und verwerfen

® Pellet trocknen lassen und in 10 M Aqua bidest. 10sen

Herstellung des Prareaktionsmixes: Herstellung des Label-Pramixes:
10 Wl DNA-L8sung 3 W Labelmix dATP
+ 2 yl Annedling Puffer, + 1yl (= 10 uCi) S3%aATP
+ 2yl Primer + 1y DMSO
® kurz anzentrifugieren
® 10min55°C
® 10min37°C
® 10minRT

14 pl Préreaktionsmix
+ 4 pl Labeling-Prémix
+ 2 Wl T7-Polymerase (1,5 U/W)
® 5minRT
+je 4,5l zu den vorgelegten 2,5 pl Abbruchmixen
® 5min37C
+ 5 Yl Formamid-Stoppl sung
® 2min8o°c

Reaktionsansatz bei Verwendung des AutoRead Sequencing Kit (Fa. Pharmacia)
Die Nutzung des AutoRead Sequencing Kit erfolgte streng nach Anweisung des Herstellers
unter Anwendung der Prozedur B (Quick Annealing of Primer to ds-Template).

3.11.3. Acrylamidgelelektrophorese

Praparation des Acrylamidgels

Fur die Herstellung der keilférmigen, 20 x 55 cm grof3en Agarosegele kamen die Bestandteile
des LKB 2010 Macrophor Sequencing Systems (Fa. Pharmacia LKB Biotechnologie) zur
Anwendung. Als erster Schritt erfolgte die Reinigung der Ohrenplatte mit 96%igem Ethanol
unter Verwendung eines fusselfreien Tuches. Anschlief3end wurde mit einem zweiten Tuch ca
3 ml Bindesilanlésung Uber die Oberflache verteilt. Nach ein bis zwei Minuten Trocknung
konnte Uberflissiges Bindesilan mit Alkohol entfernt werden. Der Plazierung der
Thermostatierplatte auf dem Macromould-Gelbereitungstisch schlof3 sich die Reinigung in der
fur die Ohrenplatte beschriebener Weise an. Sie wurde mit 2 ml Reppelsilan diinn eingerieben
und anschlief3end mit Hilfe einer Wasserwaage waagerecht eingerichtet. Die 0,1-0,6 mm dicken




52

Abstandhalter konnten aufgelegt und an unterschiedlichen Positionen festgeklemmt werden.
Eine Aussparung an ihrem unteren Ende diente der vollsténdigen Abdichtung der Platte mit der
unteren Elektrodenkammer. Nun konnte ca. 50 ml Gellosung auf die Thermostatierplatte
gegeben und die Ohrenplatte unter Vermeidung des Eindringens von Luftblasen aufgelegt
werden. Mit den bereits vorher postionierten Klemmen wurden beide Platten
aufeinandergeprel?t und der Kamm (36 bzw. 22 Zéhne) an der Oberkante des Gels eingeflgt.
Nach einer Polymerisationsdauer von mindestens einer Stunde war das Gel fur die weitere
Verwendung bereit.

Gellauf

Mit den Wasseranschlissen an der linken Oberkante wurde die Plattenkonstruktion in die
Macrophor-Elektrophoreseeinheit  gestellt und die  Thermostatierplaite an  die
Thermostateinrichtung (Multi Temp 1I, Fa. Pharmacia LKB Biotechnologie) angeschlossen.
Uber einen Zeitraum von 20 min erfolgte der Vorlauf bei eingeschalteter Elektrophorese- und
Thermostatiereinrichtung. Mit einer Glaspipette (0-3 W, Fa. Dumond ) wurden die fir 2 min
bei 100°C denaturierten Proben in Volumina von 1,8-2,3 Yl aufgetragen. Wahrend des 180-
200 minutigen Laufes lag bei konstanter Leistungsaufnahme von 50 Watt eine Spannung von
ca 2200 V an. Die Einrichtung wurde wahrend der Laufzeit auf 45°C temperiert. Die
Fragmenttrennung war zumeist dann beendet, wenn Bromphenolblau aus der unteren Gelkante
heraustrat. Anschlief3end wurde das Gel fur 20 min in einer Losung aus 10% Essigsaure / 10%
Methanol fixiert, unter flieffendem Wasser ca. 3 min abgespult und 1 h bei 80°C getrocknet.

3.11.4. Autoradiographie

Die in Frischhatefolie eingeschlagenen Sequenzgele wurden bei RT fur mindestens 16 h
autoradiographiert. Als Filmmaterial fanden die Planfilme HS-11 (Fa. ORWO), XB-90 (Fa.
Fotochemische Werke GmbH), Hyperfilm-MP und Hyperfilm-bmax (jeweils Fa. Amersham)
Verwendung. Sie wurden mit dem Entwickler G150 (Fa. Agfa) und dem Fixierer G350 (Fa.
Agfa) fertiggestellt.

3.12. Polymerasekettenreaktion

3.12.1. Verwendete Primer

Die in den Untersuchungen verwendeten Primer, ihre Nukleotidposition im BLV-Genom und
ihre Schmelztemperatur sind in Tabelle 11 aufgelistet. Die Schmelztemperatur bezieht sich auf
eine Salzkonzentration von 50 mM und eine Oligonukleotid-Konzentration von 1 pM. Die
Kennzeichnung "i" bedeutet invers und weist auf die 3'-5"Leserichtung des Primers (bezogen
auf seine Sequenz) hin.



53

Tab.11: PCR Primer, ihre Sequenz, Np im BLV-Genom und Schmel ztemperatur

Primer Nukleotidsequenz Position Tm°C
LTR; 5 -TGTATGAAAGATCATGCCGACCTAG-3  1-25 56,3
LTRy *  5-GTAAACCAGACAGAGACGTCAGCTG-3  42-64 56,1
LTR304i * 5 -TCCATTCCGTTCGTGCCAA-3 304-322 56,3
LTRy7si 5 -GAAGGAGAGAGCGCGGGC-3 478-495 57,2
LTR506; * 5 -GGTCTCTCCTGGCCGCTAGA-3 506-522 55,8
9291027 5 -GAAATTGAAAATAAGGCACCGG-3 1027-1048 56,4
Priygssi 5 -GCATTCTAATTCGGCCTCACTAA-3 1858-1880 56,3
Prtz103; *  5-TTTAGAGCCAGGGTCAGAGG-3’ 2103-2122 53,2
POlg111 5 -TGCCAAAAGCTTAATCCAACTGG 4111-4140 69,1
AGGAGGAGGA-3
polsgio * 5 -AAAGCCTTCAAATGCCTAAA-3 4810-4829 50,9
eNVyg70; + 5-AGAGTGAGAGTGAGACTTACCC-3 4870-4892 48,0
eNVygg7i 5-AGTATTTGGTCAATGGAGATGG-3 4987-5008 52,0
envso32 < 5-TCTGTGCCAAGTCTCCCAGATA-3 5032-5053 55,9
envsogg + 5-CCCACAAGGGCGGCGCCGGTTT-3 5099-5120 74,1
eNVgsog; + 5-GCGAGGCCGGGTCCAGAGCTGG-3 5521-5542 71,3
envsgog; < 5-AACAACAACCTCTGGGAAGGGT-3 5608-5629 57,4
NCRgs10i [|* 5-ACACTGACTACTCCACTAAGCCA-3 6410-6432 52,1
pX-lllgg7g [* 5-GATGCTCGGGTCCAAGTGTGCA-3 6978-6999 63,8
tax7g7s; # 5-GTTAGGAATAGGTCGATCGC-3 7975-7994 50,3
LTRg201i |* 5-GCGGGGTGGCGGCTCCTAGGTCGG-3 8201-8022 70,9

Tm:  Schmelztemperatur

* Primer wurden von Frau Dr. P. Blankenstein, Institut fur Virologie des Fachbereiches
Veterindrmedizin der Freien Universitdt Berlin bzw. Frau Dr. A. Bondzio und Herrn
Dr. G. Sommer, Ingtitut fir Biochemie des Fachbereiches Veterindrmedizin der Freien
Universitét Berlin zur Verfligung gestellt.

# Primersequenz wurde anhand der Hinweise von Herrn Dr. A. Kurg (1992), Ingtitut fir
Molekular- und Zellbiologie der Universitét Tartu (Estland) erstellt.

< Primer wurden von Herrn H. Fechner und Herrn G. Mewes, Institut fir Virologie des
Fachbereiches Veterindrmedizin der Freien Universitét Berlin zur Verfigung gestellt.

+ Primer wurden entsprechend der von Naif et al. (1990) ermittelten Sequenz
hergestellt.

3.12.2. Amplifikationsreaktion
Die Amplifikationsreaktionen wurden in Reaktionsansdtzen von insgesamt 30 oder 50 pl unter

Verwendung von 0,1-0,5 pg DNA folgendermal3en durchgefiihrt.



Ansatz 50 pl: Ansatz 30 pl
10x PCR-Reaktionspuffer 50w 30u
Magnesiumchlorid (25 mM) 3,0 30w
dNTP (5 mM) 3,25 3,0ul
Primer (10 pmol/pl) je1,0-1,5 jel0u
Tag-Polymerase (5 U/ul) 0,25-0,3 0,25 pl
Aqua bidest. ad 50 ad30

Nach dem Pipettieren der Komponenten in 0,5 ml Amp Tubes (Fa. Perkin Elmer), oft als
Reaktionsmix flr mehrere zu amplifizierende DNA"s und nachfolgender Aufteilung, wurden sie
mit zwei Tropfen Ol tiberschichtet und kurz anzentrifugiert. In einem zweiten Raum erfolgte
die Zugabe der préparierten DNA. Die Polymerisationsreaktion wurde mit folgendem
Programm durchgefiihrt. Die Annealingtemperatur (mit x gekennzeichnet) wurde entsprechend
der Schmelztemperatur der verwendeten Primer variiert.

*Vorheizen 72°C2min
*Denaturierung 94°C 2 min
5 Zyklen: Denaturierung  95°C 30s
Annedling X 30s
Extension 72°C75s
*30 Zyklen Denaturierung  95°C 30's
Annedling x 30s
Extension 72°C60s
5 Zyklen Denaturierung  95°C 30's
Annedling x 30s
Extension 72°C75s
*4 min 72°C
*KUihlung auf 4°C

Die folgende Tabelle 12 gibt die, fur die jewells genannte Primerkombination berechnete und
wahrend des Annealingschrittes eingestellte Temperatur an.

Tab.12: PCR-Primerkombination und zugehtrende Annealingtemperatur.

Primerkombination Annealingtemperatur
LTR;-LTRy7s; 58°C
LTR;-L TRspg; 58°C
LTR2-prtz103; 54°C
LTR4>-LTR,7g; 58°C
L TR42-L TR5pgi 58°C
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Tab.12:Fortsetzung

Primerkombination Annealingtemperatur
9ag1027-Priigss; 57°C
eNnV5032-€NV560s; 62°C
€NV5099-€NV5521 70°C
POl4111-POl4870i 58°C
POl4111-€NV4897i 60°C
PX-11gg78-L TRg201 62°C
PX-I1lgg7g-tax7g7s; 68°C

Eine Einfach-PCR wurde mit 50 Zyklen durchgefihrt. In den meisten Féllen erfolgte jedoch
eine PCR mit zweima 40 Reaktionszyklen (Doppel-PCR). Dazu wurde 1 pl des nach 40
Zyklen erhaltenen Reaktionsansatzes anstelle der Matritzen-DNA in enen frischen bzw.
eingefrorenen Reaktionsansatz Uberfuhrt, das fehlende Volumen durch Aqua bidest. ergéanzt
und fur weitere 40 Zyklen bearbeitet.

Die beschriebenen env-Primer kamen fur eine Nested-PCR zum Einsatz, wobei das Paar
envgg3x-eNVsgag; die auliere, in den ersten 40 Zyklen verwendete Primerkombination und das

Paar envgpgg-€nvigoy; die innere Primerkombination darstellte. Der Reaktionsablauf entspricht
dem der Doppel-PCR. In analoger Weise wurden die Primerpaare pX-I1lgg7g/L TRgpp; und
pX-|||6978/taX7975i, sowie die LTR Primer LTRl-LTR506|/LTR42-LTR478| fir eine Nested-

PCR verwandit.
Bel der generell als Einfach-PCR durchgefiihrten asymmetrischen PCR lagen die beiden Primer
in unterschiedlichen Konzentrationen vor (1:20 bis 1:100).

3.12.3. Arbeitsbedingungen

Zur Vermeidung von Kontaminationen erfolgte die Pippettierung des Reaktionsansatzes (ohne
DNA), die Zugabe der zu amplifizierenden DNA und die PCR in getrennten R&umen. Die
Arbeitsplétze, Arbeitsbekleidung, Gerdtschaften und Lésungen wurden vor und nach der
Nutzung mit UV-Licht bestrahit.

3.13. Leukozytenkurzzeitkultur

Fur die Leukozytenkurzzeitkultur (LKK) wurden maxima 18 Stunden bei 4°C gelagerte,
heparinisierte Blutproben verwendet und als Doppel ansatz folgendermalien bearbeitet:

Zu 60,0 ml Blut wurden 120 ml kaltes Aqua bidest. gegeben und beides fir 30 s geschiittelt. Es
erfolgte die Zugabe von 30 ml Natriumchloridlésung (4,5%ig) und ein weiteres Schitteln fr
30 s. Der gesamte Ansatz konnte nun fir 20 min bel 800 U/min (Sepatech, Fa. Hereus) und
4°C zentrifugiert werden. Anschlief3end wurde er 3x mal mit 60 ml PBS gewaschen und das
letzte Sediment in 5 ml Medium (L e bowitz-/Dulbeco-M odified-Minimal-Essential -
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Medium oder Minimal-Essential-Medium) aufgenommen und in 2 Millerflaschen mit je 10 ml
Medium eingesét. Der Kultivierungsansatz inkubierte 60 h bei 37°C, dle 24 Stunden erfolgte je
nach Bedarf die Zugabe frischen Mediums.

Von einer Flasche des Doppelansatzes wurde der ZKU mit in Suspension befindlichen Zellen
und dem abgeschabten ZelIpellett von der anderen nur der ZKU mit suspendierten Zellenin ein
Zentrifugenrohrchen Uberflhrt und bei 800 U/min und 4°C fur 20 min zentrifugiert. Das
entstandene, in 100 pl RIPA-Puffer aufgenomme Sediment konnte in gleicher Weise, wie der
nach dem Zentrifugieren erhaltene Uberstand, bis zur weiteren Bearbeitung bei -20°C gelagert
werden.

Zu Faschen mit dem noch anhaftenden Zellrasen wurden je 10 ml frisches Medium gegeben
und diese fur weitere 10 Tage inkubiert.

3.14. Enzyme linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Der catch-ELISA wurde in Mikrotitertplaiten mit 96 Kavitdten durchgefiihrt. Die
Beschichtung der Platten erfolgte mit monoklonalen Antikdrpern (gp51/05 oder gp51/22)
gegen das Epitop M und B des gp51 (Bruck et al., 1982a; Platzer et al., 1990b). Der ELISA
wurde fur jede Probe al's Doppel bestimmungen in folgender Weise durchgefiihrt:
Vorbeschichtung der Mikrotiterplatten mit 100-200 ng mAK / Kavitét, verdinnt in 100 pl
Coating Puffer (pH 9,6)
Kétebindung fir ca. 16 h bei 4°C
3x3 min Waschen mit PBS-Tween
Auftragen von je 100 pl des in PBS-Tween + 10% Pferdeserum verdinnten BLV-AG
(Zellkulturtiberstand der FLK-BLV)
Inkubation 1 h bei 37°C
3x3 min waschen mit PBS-Tween
Auftragen der mit PBS-Tween + 10% Pferdeserum 1:40 verdinnten Proben- und
Kontrollseren
Inkubation 1 h bei 37°C
3x3 min waschen mit PBS-Tween
Auftragen von je 100 pl Meerettichperoxidase markiertem Pferde-Anti-Rind-1gG Konjugat
(2:2000 verdunnt in PBS-Tween + 10% Pferdeserum)
Inkubation 1 h 37°C
3x3 min waschen mit PBS-Tween
Auftragen von je 100 pl Substratl6sung
Inkubation 20 min bei Raumtemperatur unter Lichtabschlufd
Abstoppen der Enzym-Substrat-Reaktion mit je 50 pl 4N H,SO,4

Messung der Extinktion mit dem SLT-Reader bei einer Wellenlénge von 490 nm
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Die Einstufung der Mef3werte erfolgte mittels des Diskriminierungswertes (cut off). Der cut off
wurde als zweifacher Mittelwert aus den Extinktionen der Negatikontrollseren ermittelt. Eine
Probe wurde dann als positiv bewertet, wenn ihr Extinktionswert mindestes den Wert des cut
off betrug. Probenextinktionen, die das 1,5-<2fache des arithmetischen Mittels der
Negativextinktionen betrugen wurden als fraglich eingestuft.

Bei der Testung von ZKU der LKK auf ihren AG-Gehalt, entfielen die Arbeitsschritte 2 und 3,
die unverdiinnten Uberstiande wurden direkt auf die mit mAK beschichtete Platte aufgetragen.
Mit konjugierten mAK wurde gebundenes AG nachgewiesen und mit Hilfe eines Standarts
quantifiziert.

3.15. Western-Blot
Die Durchfihrung der Proteinelektrophorese erfolgte unter Verwendung der
Vertikal el ektrophoreseapparatur SE 600 (Fa. Biometra) und ihrer Zubehorteile.

3.15.1. Probenaufbereitung

Der Zdlrasen von zweima mit Phosphat-Puffer gespilten, gut abgetropften Mdllerflaschen
wurde mit 100 W RIPA-Puffer lysiert, dreimal gefroren und getaut, mit einem Zellschaber
zusammengekratzt und mit einer Pipette vereinzelt. In 1,7 ml Eppendorfreaktionsgefalien
erfolgte eine Zentrifugation fiir 4 min bei 14000 rpm (Tischzentrifuge). Der Uberstand wurde
mit Probenpuffer (2,5x) versetzt, der gesamte Ansatiz 5 min be 95°C gekocht und
anschlief3end anzentrifugiert.

Bel der Untersuchung von LKK wurde das nach der Zentrifugation des Zellkulturiiberstandes
mit den in Suspension befindlichen Zellen gewonnene Pellet mit 100 pl RIPA-Puffer lysiert und
anschlief3end mit Probenpuffer verdinnt.

3.15.2. Elektrophorese

Vor Beginn der Untersuchung wurden die Glasplatten mit Ethanol gereinigt, die Spacer dinn
mit Cello Seal eingerieben und auf die untere Platte gelegt. Nach dem Auflegen der Deckplatte
erfolgte das Feststellen der 1-2 mm Uber dem unteren Rand angebrachten Seitenklammern. Die
Unterkante der Platten wurde dinn mit Cello Seal eingerieben und die Plattenkonstruktion in
den Gelgief3stander gestellt. Mit Sockelgel wurde bis auf eine Héhe von 1-2 cm ein Sockel
gegossen. Nach dessen Polymerisation konnte Trenngel bis etwa 1 cm unterhalb der
Kammtaschen aufgeflllt werden. Um ein gleichmél3iges Auspolymerisieren zu gewahrlei sten,
wurde diese Gelschicht mit Wasser Uberdeckt, welches spater mit Filterpapier abgesaugt
werden konnte. Im Anschlul3 an das Einhdngen der Kéamme erfolgte das Giel3en des
Sammelgels, und nach der Polymerisation das Auftragen der Proben. Die Slots wurden
vorsichtig mit Elektophoresepuffer aufgefiillt, der Elektrophoresetank aufgesetzt, die untere
Elektrophoresekammer mit 1,5 | Anodenpuffer geflllt und der Aufsatz mit den Gelen in die
Elektrophoresekammer gehéngt. Nach Auffillen mit 750 ml Elektrophoresepuffer wurde fir
den Probenlauf im Sammelgel eine Spannung von 80 V, im Trenngel von 30 V angelegt.
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Als Farbmarker diente der Rainbow coloured protein molecular weight marker 14.3-200 kD.
Nach 16 h Lauf bei 30-35 V konnten die Gele entnommen, Sammel- und Sockelgel abgetrennt
und Farbe- bzw. Transferschritte angeschlossen werden.

3.15.3. Elektrotransfer Semidry-Verfahren
Die der GroRe des Blotters (Fa. Biometra) angepaldten Gele wurden in Transferpuffer
eingelegt und 15 min im Taumler &quilibriert. PV DF-Membranen (Immobilon™-P-Membran)
wurden 1-3 sin Methanol, 5-10 min in Aqua bidest. und 10-30 min in Transferpuffer getaucht
(Taumler). Der Aufbau von Gel, Membran und Filter auf dem Blotter erfolgte nach dem
Sandwichprinzip:

1. dickesFilter (0,3 mm)

2. dinnes Fiter (0,2 mm)

3. Polyacrylamidgel

4. PVDF-Membran

5. dinnes Filter

6. dickes Filter
Entsprechend der GelgroRe wurde eine Stromstarke von 1 mA/cm? eingestdlt. Die
Ubertragungszeit betrug etwa 1,5 h.

3.15.4. Immunologischer Proteinnachweis mit der Tropix-Methode

Der immunologische Proteinnachweis erfolgte unter Zuhilfenahme des Western-Light Protein
Detection Kit. Aus dem Blotter entnommene Membranen wurden fir 2x5 min mit 80 ml
Tropix-light Waschpuffer auf dem Schttler gereinigt, 1 h mit 200 ml Blockingpuffer behandelt
(Schittler), auf einer Gaze aufgerollt und mit 8-10 ml entsprechender mAK-Verdinnung
(1:2000 bei gp51, 1:2000 bel p24) fur 1 h bei 35°C im Ofen hybridisiert. Nach Blockung der
Resktion mit 80 ml Blockingpuffer fir 3x10 min efolgte ein erneutes Aufrollen und die
Zugabe von einem Zweitantikorper (Anti mouse conjugated with alkaline phophatase) in einer
Verdinnung von 1:20000. Nach 30 min Hybridiserung wurde die Blockungsprozedur
wiederholt und die Membran 2x5 min mit 50 ml Assaypuffer gewaschen und anschlief3end 5
min in CSPD-Substrat (1:200 in Assaypuffer) geschwenkt. Es folgte das Einpacken der
Membran in Klinkfilm und das Einlegen mit eéinem Hyperfilm-ECL Film. Nach 20 s bis 30 min
Belichtungszeit konnte der Film unter Sichtkontrolle entwickelt und ca. 15 min fixiert werden.
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4. Ergebnisse

Alle im folgenden angegebenen Nukleotidpositionen beziehen sich, wenn nicht extra vermerkt,
auf die von Sagata et al. (1985a) vertffentlichte BLV-Sequenz. Fir Vergleiche und
Strukturanalysen wurden die Computerprogranme DNASISC und DNASISC for Windows®
verwandt.

4.1. BLV-Antikorperstatus von 37 untersuchten Rindern im Vergleich mit Ergebnissen
aus dem BLV-Provirus Nachweis mittels PCR

Alle unter 3.1. vorgestellten Tiere wurden im ELISA auf BLV-Antikorper und mittels der env-
PCR auf BLV-Provirus untersucht. Zusétzlich erfolgte die Kontrolle einzelner Probanden
mittels AGID sowie LTR-, pol- und tax-PCR. Die Western-Blot-Ergebnisse der
L eukozytenkurzzeitkulturen werden getrennt betrachtet (s. 4.7., S.94).

Die folgende Tabelle 13 zeigt die Gegenlberstellung von AGID-, ELISA- und PCR
Ergebnissen. Anhand dieser Resultate erfolgte gleichzeitig eine Einteilung der Probanden in
vier Gruppen. Das Auftreten unspezifischer Banden in der PCR ist durch in Klammersetzung
hervorgehoben.

Tab.13: Einteilung von 37 Rindern in vier Gruppen anhand von ELISA-, AGID- und PCR-Ergebnissen
zum Nachweis von BLV-Antikorpern bzw. BLV-Provirus

Tier-Nr. AGID ELISA env-PCR |LTR-PCR |pol-PCR |tax-PCR

Gruppe 1: serologisch positive Provirustrager

2 + + + (+) n.u. n.u.
5 + + + n.u. n.u. +
6 + + - (+) + +
7 + + + n.u. - +
44 + + + n.u. n.u. n.u.
45 + + + (+) n.u. n.u.
58 + + + - - -
6869 + + + (+) +(+) +
15313 + + + (+) +(+) +
41335 + + + (+) + +(+)

Gruppe 2: serologisch fragliche Provirustrager

134 - +-* + (+) - -
159 - +- + (+) n.u. -
590 - +/- + (+) - +
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Tier AGID ELISA env-PCR |LTR-PCR |pol-PCR tax-PCR
Gruppe 3: serologisch negative Provirustrager
32 - - + n.u. n.u. n.u.
68 - - (+) +(+) +
92 - - + (+) + n.u.
145 n.u. - + - n.u. -
149 n.u. - + (+) - -
155 n.u. - + - n.u. -
167 - - + (+) - -
527 - - + n.u. n.u. n.u.
574 - - + (+) +(+) +(+)
615 n.u. - + - - -
Gruppe 4: serologisch und Provirus negative Tiere
4 - - - n.u. n.u. -
153 n.u. - - - n.u. -
216 n.u. - - - n.u. -
237 n.u. - - n.u. n.u. n.u.
268 n.u. - - n.u. n.u. n.u.
273 n.u. - - - n.u. -
282 n.u. - - n.u. n.u. -
324 n.u. - - - n.u. -
356 n.u. - - n.u. n.u. n.u.
370 n.u. - - n.u. n.u. n.u.
374 n.u. - - n.u. n.u. n.u.
376 n.u. - - n.u. n.u. n.u.
599 n.u. - - n.u. n.u. n.u.
607 n.u. - - - n.u. -
+: Provirus nachgewiesen
-: kein Provirus nachgewiesen
(+): das entstandene Fragment wies nach Sequenzanalysen keine >40%ige Homologie mit bekannten
BLV-Proviren auf
+(+): esentstanden sowohl BLV spezifische a's auch unspezifische Fragmente

* -

n.u.:

die Untersuchung 1996 erbrachte eindeutig positive Befunde

nicht untersucht




61

Die Tabelle 13 (s. S.59) zeigt, dal? bei 10 der 37 untersuchten Rinder sowohl im AGID als
auch ELISA BLV-AK nachgewiesen werden konnten. Die Tiere 134, 159 und 590 wiesen im
AGID negative und im ELISA fragliche Ergebnisse auf. Mit Ausnahme des Tieres 6 konnte
von alen serologisch positiven bzw. fraglichen Tieren mittels env-PCR BLV-Provirus
nachgewiesen werden. 14 von 23 in der LTR-PCR untersuchten Rinder zeigten nach der
Agarosegel elektrophorese LTR-Amplifikate in BLV-spezifischer Grof3e. In der nachfolgenden
Sequenzanalyse erwies sich keines der LTR-Amplifikate as mit dem BLV komplementér. In
der pol-PCR zeigten die Rinder 6, 68, 92, 574, 6869, 15313 und 41335 BLV-spezifische
Fragmente. Die Rinder 4, 6, 7, 68, 574, 590, 6869, 15313 und 41335 mit einem positivem
Ergebnis in der tax-PCR gehtren, mit Ausnahme des Rindes 6, auch zu den in der env-PCR
und serologisch positiven Tieren.

Die Tabelle 13 zeigt auch, dal3 14 von 37 untersuchten Rindern weder BLV-AK noch BLV-
Provius aufwiesen (Gruppe 4). Jeweils 10 von 37 Rindern sind zur Gruppe der serologisch
positiven (Gruppe 1) bzw. serologisch negativen (Gruppe 3) Provirustrdger zuzuordnen. Da
die Tiere 134, 159 und 590 im AGID negative und im ELISA fragliche Ergebnisse zeigten, ist
ihr serologischer Status insgesamt als fraglich einzustufen. Sie gehdren somit zur Gruppe 2 (s.
Tab.13, S.59).

4.2. Vergleich unterschiedlicher Sequenzierungsmethoden

Die beschriebenen Sequenzierungsmethoden beruhen ausschliefdlich auf der von Sanger et al.
(1977) publizierten Kettenabbruch-Methode.

Folgende Seguenzierungsmethoden kamen zur Anwendung:
1. Methode nach Sommer (1992)
2. Hot Tub DNA-Sequencing
3. T7-Sequencing
4. AutoRead-Sequencing

Um die vier verschiedenen Methoden miteinander vergleichen zu konnen, wurden die in
Tabelle 14 beschriebenen Parameter: Zeitaufwand, Auswertbarkeit der Ergebnisse,
Reproduzierbarkeit, universeller Primereinsatz, Anzahl der sequenzierten Basen, Kostenfaktor
und radioaktive Gefdhrdung in einem Punktsystem von 1-5 bewertet.

Der genannte minimae Zeitaufwand Dbertcksichtigt den Zeitpunkt vom Beginn der
Sequenzreaktion bis zum Vorliegen des Ergebnisses.
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Tab.14: Bewertung der die Sequenzierungsmethode beeinflussenden Parameter in einem Punktsystem

mit den Punktwerten 1-5

Parameter Punktwert 5 | Punktwert 4 | Punktwert 3 | Punktwert 2 | Punktwert 1

Zeitaufwand in h <6 <12 <18 <24 >24

Auswertbarkeit der absolut sehr eindeutig wenig nicht

Ergebnisse eindeutig eindeutig eindeutig eindeutig

Reproduzierbarkeit generell meistens maoglich selten unmaglich
maoglich maoglich maoglich

universeller generell meistens maoglich selten unmaglich

Primereinsatz maoglich maoglich maoglich

Anzahl der >400 >300 >200 >100 <100

sequenzierten

Basen in bp

Kostenfaktor sehr niedrig niedrig mittelmaldig hoch sehr hoch

radioaktive keine gering mittelmaldig | relativ hoch | sehr hoch

Gefahrdung

Die 0.g. Methoden: Methode nach Sommer, Hot Tub DNA Sequencing, T7-Sequencing und
AutoRead-Sequencing werden in der folgenden Tabelle 15 entsprechend des in Tabelle 14
beschriebenen Punktsystems bewertet.

Tab.15: Bewertung von vier beschriebenen Sequenzierungsmethoden nach den angegeben Parametern,
unter Verwendung des in Tabelle 14 beschriebenen Punkisystems

Methode Methode Hot Tub T7-Sequen- | AutoRead-
/ nach Sommer | DNA- cing Sequencing
Parameter Sequencing
Zeitaufwand 2 1 2 5
Auswertbarkeit der Ergebnisse 3 3 4 2
Reproduzierbarkeit 5 5 5 3
universeller Primereinsatz 3 2 4 3
Anzahl der sequenzierten Basen 4 4 5 3
Kostenfaktor 4 3 3 1
radioaktive Gefaéhrdung 1 1 4 5
Gesamtpunktzahl 22 20 27 22

Die Tabelle 15 zeigt die Uberlegenheit der Sequenzierungsmethode mit dem T7-Sequencing -
System (Methode 3), sie wurde mit der Gesamtpunktzahl 27 bewertet. Aul3erdem bietet diese
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Methode den Vorteil des universellen Primereinsatzes. Insgesamt ist das System gegentber
Temperatur- und Konzentrationsschwankungen weniger empfindlich. Der Reaktionsansatz
kann entsprechend der Halbwertzeit der Radioaktivitdt bel -18°C gelagert werden. Ein
mehrmaliges Auftragen, wie es bel fehlerhaftem Gellauf nétig sein kann, ist ohne Einbuf3en
maoglich. Die Verwendung von 3°S anstelle 32P erleichtert durch die Entstehung klarerer,
schmalerer Banden die Auswertung des Rontgenfilmes. Ohnehin stellt radioaktiv markierter
Schwefel ein geringeres gesundheitliches Risiko dar. Die langere Halbwertzeit ermdglicht eine
flexiblere Arbeitseinteilung.

Dennoch bietet das AutoRead-Sequencing-Verfahren (Methode 4) mit ener
Gesamtpunktzahl von 22 (s. Tab.15, S.62) verschiedene Vorzige gegeniber den anderen
Verfahren. Ein besonderer Vorteil bestent im geringeren Zeitaufwand und dem ganzlichen
Verzicht auf radioaktive Substanzen. Diese Methode ist ideal fUr die Sequenzierung klonierter
Fragmente mit kommerziellen Primern. Da diese Primer weit aul3erhalb des Multicloningsites
binden (ca. 80-100 bp), kommt es zur Einschrankung der Anzahl sequenzierbarer Nukleotide.
Jeder Reaktionsansatz mul} sofort verwendet werden und wird daher nur fir eine Auftragung
angesetzt. Ein weiterer Nachteil ist der ungleich hohere Anschaffungspreis der Ausriistung und
der verwendeten Testkits.

Das Hot Tub DNA-Sequencing-Verfahren (Methode 2) erhielt die Gesamtpunktzahl 19. Es
soll die Sequenzierung geringster DNA-Mengen ermdglichen. In eigenen Untersuchungen war
ein Minimum von 0,25 pg Ausgangs-DNA erforderlich. Fir Routineuntersuchungen ist der
finanzielle und zeitliche Mehraufwand, bei gleich hoher radioaktiver Gefdhrdung und gleichem
guantitativem Ergebnis, gegentiber der Methode nach Sommer nicht gerechtfertigt.

Fur die Methode nach Sommer (Methode 1) sind vielfaltige Vorarbeiten erforderlich, da die
bendtigten Losungen, sowie die dNTP- und ddNTP-Arbeitsmixe selbst hergestellt werden
mussen. Damit steigt bel geringerem Kostenaufwand (Punktwert 4, s. Tab.15, S.62) der Zeit-,
Organisations- und Gesamtkostenaufwand um ein Vielfaches.

Fur die eigenen Untersuchungen erwies sich die Methode 3 als die geeignetste.

Die direkte Sequenzierung von PCR-Fragmenten ist sowohl hinsichtlich des geringen zeitlichen
Aufwandes (der 2-3 Tage andauernde Klonierungsschritt entfallt) als auch wegen der hohen
Spezifitdt der ermittelten Sequenz anzustreben. Sie wurde paralel zur Sequenzierung
klonierter Fragmente durchgefihrt. Zur Anwendung kamen dabei die Methoden: Hot Tub
DNA-Sequencing und T7-Sequencing. Mittels direkter Sequenzierung konnten PCR-env-
Fragmente der Tiere 6, 68, 134, 159 und 15313 sowie der FLK-BLV anaysiert werden. Die
Anzahl der sequenzierten Nukleotide lag mit maximal 230 bp deutlich unter den Ergebnissen,
die mit klonierter DNA erzielt wurden. In eigenen Untersuchungen war diese Methode
insbesondere bel  Verwendung von hochkonzentriertem und hochgereinigtem PCR-
Ausgangsmateria erfolgreich (s. Abb.5b, S.64).
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Abb.5a: Ausschnitt aus der tax-Sequenz der Abb.5b: Ausschnitt aus der env-Sequenz der
FLK-BLV (Ausgangsmaterial Fragment aus FLK-BLV (Ausgangsmaterial PCR-Fragment;
asymmetrischer PCR; Exposition auf Hyperfilm Exposition auf Hyperfilm bmax fir 18 h)
MP fiir 36 h)

Die Sequenzierung einzelstrangiger PCR-Produkte (hergestellt durch asymmetrische PCR)
erbrachte nur fir einen Teil der Proben auswertbare Ergebnisse. Von den mit diesem Verfahren
untersuchten LTR- und tax-Fragmenten der Tiere 68, 574, 6869 und der FLK-BLV konnte nur
fur die tax-Region der FLK-BLV eine Uber 400 bp deutlich lesbare Sequenz ermittelt werden
(s. Abb.58). Die Anzahl analysierter Nukleotide lag dabei deutlich Uber der Anzahl an
Nukleotiden, die aus herkémmlichen ds-Fragmenten sequenziert werden konnten.

Die Nutzung einzelstrangiger Plasmid-DNA (s. 3.5, S44) as Template ergab fur die
radioaktive Sequenzierung mit den Methoden 1 und 2 keinerlel Vorteille gegenuber der
Verwendung von ds-Plasmid-DNA.

Einen besonderen Einflul? auf die Auswertbarkeit der Autoradiographien hatte das verwendete
Filmmaterial. Die besten Ergebnisse wurden mit dem Hyperfilm-bmax erzielt. Dieser Film
ermoglichte bei relativ kurzer Expositionszeit (18 h bei Verwendung von S35, 12 h bei P32) die
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Entstehung schmaler kréftiger Banden und verhinderte die Schwarzung des Hintergrundes
durch Streustrahlung (s. Abb.5a und 5b, S.64).

4.3. Untersuchung der LTR-Region des BLV

Fur die folgenden Ausfihrungen gelten nachstehende Bezeichnungen bzw. deren
Abkurzungen:

Quelle der Sequenz Bezeichnung des Isolates)  Abkilrzung
Sagata et al. (1985) japanisches JAP

Rice et al. (1984,1985) belgisches BEL
Coulsten et al. (1990) australisches AST
Mamoun et al. (1990) FLKM M1
Mamoun et al. (1990) LB59 M2
Mamoun et al. (1990) LB285 M3

4.3.1. PCR der BLV-LTR Region

Die Synthese von LTR-Fragmenten erfolgte unter Verwendung der Primerpaare LTRyspsi
LTR4zs04 uUnd LTR4y47s as einfache, doppelte bzw. nested PCR (s. 3.12., S.52). Die
Ergebnisse unter Verwendung des Primerpaares LTRyses nNach 40 Zyklen bel einer
Annealingtemperatur von 58°C sind in Abbildung 6 dargestellt. Als Marker (M) wurde die 1
kb Leiter verwendet.

Abb.6: LTR-PCR mit Primerpaar LTRys0s hach 40 Zyklen, Spur 1: Tier 68; Spur 2: Tier 6869; Spur
3: Tier 159; Spur 4: Tier 58; Spur 5: Tier 15313; Spur 6: Negativkontrolle, DNA aus Heringssperma;
Spur 7: Aqua bidest.

Die Proviren der Tiere 68, 6869 und 15313 (Spuren 1, 2 und 5) wiesen die nach Verwendung
des Primerpaares L TRys06 in €iner Groéfde von 520 bp erwartete Bande auf. Die Tiere 159 und
58 (Spuren 3 und 4) zeigten dagegen kein spezifisches Amplifikat. Eine anschlief3ende Nested-
PCR mit dem Primerpaar L TR42304 (40 Zyklen, bel 58°C) fuhrte zur Entstehung von Banden
in einer Grof3e von ca. 350 bp bei den untersuchten Tieren. Zusétzlich erschienen beim Tier
6869 schwache Banden im Bereich von Np 500-1700 bp. Den Tieren 68, 6869 und 15313
analoge Ergebnisse zeigten die BLV-Proviren der Tiere 134, 149, 574 und 590.
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4.3.2. Restriktionsenzymanalysen klonierter BLV-LTR Fragmente

Die isolierten 520 bp-Fragmente der Tiere 68, 149, 574 und 15313 (Primerpaar LTRuys06i)
sowie 8 Yl des Reaktionsansatzes der Tiere 574 und 134 aus der PCR mit Primerpaar
L TR42/304 Wurden mit dem pGemT-Vektor ligiert. Aus dem Restriktionsmuster des japanischen
| solates abgeleitete BandengréfZen nach Spaltung der klonierten Amplifikate bzw. des Vektors
ohne Insert zeigt Tabelle 16.

Tab.16: Nukleotidposition der Spatorte verschiedener Redtriktionsenzyme (abgeleitet aus dem
Restriktionsmuster des japanischen Isolates) in LTR-Amplifikaten (synthetisert mit den Primern
LTR42304i und LTRy/506) sowie im pGemT-Vektor und daraus berechnete Spaltfragmentgrézen

Np der Spaltorte entstehende Spaltfragmente in bp
Enzym Provirus | Vektor Primerpaar 42/304i Primerpaar 1/506i
mit Insert ohne Insert mit ohne
Insert Insert
Pstl - 73 3270 3000 3520 3000
Dral - 1261,1280, n.u. n.u. 2820/700 | 2300/700
1972
Bgll - 39, 1515, | 1760/1320/200 | 1480/1320/200 n.u. n.u.
2836
Pvull 61,86 | 326,2893 | 2570/500/ 210 2550/450 n.u. n.u.

Jede Minipraparations-DNA wurde zuerst mit Pstl gespalten. Zeigten sich Bandengréf3en von
3270 bzw. 3520 bp folgten weitere Spaltungen. Die Ergebnisse der Restriktionsenzymanalysen
mit Dral zeigen die Abbildungen 7a-b. Klone aus der Ligation des 520 bp grofien LTR-
Fragmentes in den Spuren 2, 4 (Tier 149, s. Abb.7a) und 7 (Tier 574, s. Abb.7b) wiesen die
erwarteten Banden in einer Gréf3e von 2800 und 700 bp auf. Klone in den Spuren 1 und 5 (s.
ADbb.7a) sowie 6 (s. Abb.7b) zeigten ein eindeutig negatives Spaltmuster. Der Klon in Spur 3
(s. Abb.7a) dagegen hatte neben dem negativem Restriktionsmuster zusétzliche Banden in
einer Grof3e von bel 1300 und 6000 bp. Unter jeweils 36 Klonen, die aus dem Ligationsansatz
der Tiere 68, 6869 und 15313 stammiten, erwies sich keiner asinserthaltig.

Abb.: 7a (Erl&uterung S. 67) Abb.: 7b (Erlauterung S. 67)
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Abb.7a und 7b: Dral-Spaltergebnisse 520 bp grof3er, mit dem pGemT-Vektor ligierter BLV-LTR-
Fragmente (Primerpaar LTRys0s,) Spuren 1, 3, 5 und 6: Klone ohne Insert bzw. mit nicht erwarteten
Bandenmustern, Spur 2: Klon des Tieres 149 mit Insert, Spuren 4 und 7: inserthaltige Klone des Tieres
574, Spuren 8 und 9: ungespaltene Klone

Die Ergebnisse der Analysen klonierter, mit den Enzymen Pstl, Pvull und Bgll gespaltener,
270 bp grof¥er Fragmente (aus PCR mit Primerpaar LTR4y304) der Tiere 134 und 574 zeigen
die Abbildungen 8 a-c.

Abb.8a: Pstl-Spaltergebnisse 270 bp groféer, mit dem pGemT-Vektor ligierter BLV-LTR-Fragmente
(Primerpaar LTR42304), Spuren 1, 2, 8, 9 und 10: inserthatige Klone des Tieres 574; Spuren 3, 4 und 7
inserthaltige Klone des Tieres 134; Spure 5: Klon mit 100 bp Insert; Spur 6: Klon ohne Insert

Die Pstl-Spaltung (Abb.8a) wies in den Spuren 1, 2 und 8-10 (alle Klone des Tieres 574)
Banden in einer Grof3e von 3000 und ca. 270 bp auf. Die Klone des Tieres 134 in den Spuren
3, 4 und 7 hingegen zeigten die erwartete Bande in einer Grof3e von ca. 3270 bp. Das Pstl-
Spaltfragment in den Spuren 5 und 6 hatte eine Grof3e von ca. 3100 bzw. 3000 bp. Der Klonin
Spur 6 enthalt damit kein Insert.

Abb.8b: Pvull-Spaltergebnisse 270 bp grofer, mit dem pGemT-Vektor ligierter BLV-LTR-Fragmente
(Primerpaar LTR42304), Spuren 1, 2, 8, 9 und 10: inserthatige Klone des Tieres 574; Spuren 3, 4 und 7
inserthaltige Klone des Tieres 134;_Spure 5: Klon mit 100 bp Insert; Spur 6: Klon ohne Insert

Die Klone in den Spuren 1, 2 sowie 8-10 (Tier 574) zeigten, wie nach dem Restriktionsmuster
des japanischen Isolats erwartet (s. Tab.16, S.66), Banden in einer Grofe von ca. 210, 500 und
2570 bp. Den Klonen in den Spuren 3, 4 und 7 (Tier 134) fehlte der Pvull-Spaltort im LTR-
Fragment. Dadurch kam es zur Entstehung von nur zwel Banden in einer Grof3e von 2570 und
ca. 700 bp.
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Abb.8c: Bgll-Spaltergebnisse 270 bp grof¥er, mit dem pGemT-Vektor ligierter BLV-LTR-Fragmente
(Primerpaar LTR4z304), Spuren 1,2,8,9 und 10: inserthaltige Klone des Tieres 574; Spuren 3, 4 und 7
inserthaltige Klone des Tieres 134; Spuren 5: Klon mit 100 bp Insert; Spur 6: Klon ohne Insert

Die Klone in den Spuren 7 (Tier 134) sowie 8-10 (Tier 574) wiesen fur die Bgll-Spaltung
erwarteten Banden in einer Gréfe von 1750, 1320 und 220 bp auf (s. Tab.16, S.66). Bei einem
Klon des Tieres 574 (Spur 10) entstand zusétzlich eine Bande in einer Grof3e von ca. 3280 bp.
Wahrend der Klon in Spur 6 eindeutig negativ war, das heil3t ohne Insert vorlag, enthielt der
Klonin Spur 5 ein Insert von ca. 100 bp Grof3e.

4.3.3. Sequenzierung von BLV-LTR Fragmenten

Die Sequenzierung klonierter LTR-Fragmente erfolgte sowohl mit PCR-Primern als auch mit
den Sequenzprimern der pUC/M13-Serie sowie mit dem SP6- und T7-Promotor (s. 3.11.1.,
S.49). Um die Spezifitdt der Primer LTR; und LTRse fUr die Sequenzanalyse des BLV-
Genoms zu kontrollieren und optimale Reaktionsbedingungen zu erstellen, wurden diese
Oligonukleotide am U1-Klon getestet. Dieser Klon enthdlt ein LTR/gag-Fragment des
Humboldt-Klons (s. 3.1.2., S.37). Die Autoradiographie des mit dem Primer LTR; und LTRsog;
getesteten U1-Klons ergab saubere, in einem Bereich von Np 60-450 bp gut lesbare
Sequenzen, die bis auf Substitutionen an den Np 216 und 315 mit dem japanischen Klon
Ubereinstimmten. In Abbildung 9 (s. S.69) ist die RNA-Sekundéarstruktur der BLV-LTR von
Np 170-440 dargestellt. Die Pfeile kennzeichnen die Nukleotidabweichungen der FLK-BLV
zum japanischen Isolat. Esist zu erkennen, dal3 die verdnderten Nukleotide fir die Ausbildung
der Sekundéarstruktur nicht (Np 216) bzw. wenig (Np 315) bedeutsam sind.

Zusétzlich erfolgte eine Sequenzierung des gag-Bereiches dieses Klons von der Np 1097-1897
mit den Primern gagio; und gagisssi. Der Vergleich der ermittelten Sequenz mit dem
japanischen Isolat ergab Nukleotidsubstitutionen des Tripletts an der Np 1204-1206 (in
Ubereinstimmung mit dem australischen Isolat) sowie an den Np 1314 und 1342,

Die Sequenzierung des 270 bp LTR-Fragmentes (amplifiziert mit dem Primerpaar LTR42/304i)
der Tiere 134 und 574 mit dem PCR-Primer LTR, erbrachte eine tiber 200 bp gut lesbare,
jedoch mit der BLV-LTR bekannter Isolate nicht Ubereinstimmende Sequenz. Die aus den
Anaysen unter Verwendung der Sequenzprimer M13fw short und Promotor Sp6 ermittelten
Sequenzen liefen sich, bis auf die ersten 19 bp, welche dem Primer LTR3q4 entsprechen (s.
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Abb.10a, S.70, Primer LTRaqy; ist fett und kursiv gekennzeichnet), weder einem der bekannten
BLV-Isolate noch dem BIV und der RSV-LTR zuordnen.
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Abb.9: RNA-Sekundérstruktur der BLV-LTR im Bereich von Np 170 bis 440 (sogenannte

Haarnadel struktur; nach Sagata et al., 19844); die Pfeile kennzeichnen die Nukleotidabweichungen der
untersuchten FLK-BLV zum japanischen | solat
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Np 322 Np 304
ACCGTGCTTGCCTTACCTATACTCAGGGTGAAATAGAGGCAGAGGATGGATTGGG
TTTAAGAATACAGATCTGGGATTGACACATATAGACTATTCGACTATT

Abb.10a: 100 Nukleotide aus der LTR-Sequenz des Tieres 574; Primer LTRg3g4 ist kursiv und fett
dargestelIt

Die klonierten 520 bp Fragmente der Tiere 149 und 574 wurden mit den Primern LTRy,
LTRsos Und LTR47g (als internem Primer) sequenziert. Die Analyse unter Verwendung des
Primers LTR; ergab eine eindeutig lesbare, aber weder mit dem BLV noch mit BIV oder der
RSV-LTR homologe Sequenz (s. Abb.10b).

TTATGGAACTATGGTCTTGAGCCAACCCGGTAAGACACGACTTGATGCACAGCTA
GGGCAGGCAAGCCACTGGAACAGG

Abb.10b: 75 Nukleotide aus der Sequenzierung des Tieres 574 mit dem Primer LTR;

Bei Verwendung des Primers LTRses entstanden nicht auswertbare Sequenzen. Die
Autoradiographien erschienen wie Uberlagerungen mehrerer Sequenzen. Dieses Ergebnis
deutet auf einen Mischklon hin. Einen Auschnitt der ca. 80 bp hinter dem genannten Primer
beginnenden BLV-Sequenz des Tieres 574 zeigt die Abbildung 11.

A C G L

IR I} 'PERENRIEE T -

Abb.11: Autoradiographie der BLV-LTR Sequenz des Tieres 574 nach
Sequenzierung mit dem Primer LTRsos (L: Leerspur)
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Die in Abbildung 11 (s. S.70) dargestellte Sequenz konnte nicht ausgewertet werden, Da sich
Banden auf gleicher Hohe nebeneinander in mehreren Spuren befanden.

4.4. Untersuchung der env-Region des BLV

Fur Untersuchungen der env-Region des BLV wurden mittels PCR bzw. Nested-PCR
Fragmente aus dem Bereich von Np 5099 bis 5542 des BLV amplifiziert und anschlief3end
sequenziert. Die BLV-env-Fragmente der Tiere 2, 7, 45, 68, 134, 159, 167, 574, 6869, 15313,
41335 sowie der FLK-BLV 44 konnten teilweise direkt und zusétzlich nach Klonierung in den
pGemT-Vektor analysiert werden. Die Sequenzierung eines weiteren FLK-BLV 44
Amplifikates (amplifiziert unter Verwendung der PCR-Primer polss; und NCRe,10) erfolgte im
Bereich von Np 4810-5099 und 6209-6410. Als Vergleichsmdglichkeiten fir eigene
Untersuchungsergebnisse standen die von Rice et al. (1984), Sagata et al. (1985), Coulston et
al. (1990) und Mamoun et al. (1990) veroffentlichten BLV-Sequenzen zur Verfligung.

Die env-Fragmente mehrerer Klone eines Tieres waren, mit Ausnahme der Klone 14 und 18
des Tieres 68, identisch. In den folgenden Ausfihrungen werden diese Klone als 68-14 und 68-
18 bezeichnet.

4.4.1. Restriktionsenzymanalyse klonierter und nicht klonierter PCR env-Fragmente
Angaben Uber die Position der Spaltorte verschiedener Restriktionsenzyme im env-Fragment
(Np 5099-5542) und pGemT-Vektor (GrofRe: 3003 bp) sowie rein rechnerisch ermittelte
Fragmentgrof3en sind in Tabelle 17 dargestelIt.

Tab.17: Nukleotidpositionen der Spatorte im env-Bereich (Np 5099-5542) verschiedener
Restriktionsenzyme im japanischen, belgischen und australischen BLV-Isolat sowie im pGemT-V ektor
und daraus berechnete Fragmentgrof3en klonierter env-Amplifikate

Enzym | Np der Spaltorte im Provirus und entstehende Spaltfragmente in bp
pGemT-Vektor
JAP BEL AST | pGemT JAP BEL AST
BamHI | 5226 - 5227 - 3447 - 3447
Bell* 5219, 5323 5324 - 104, 120, 222,224 220, 224
5323 219
Dral 5425 5425 5426 1261, 20, 692, 20, 692, 20, 692,
1280, (1328 (1200), | 1328 (1200), | 1329 (1201),
1972 | 1407 (1535) | 1407 (1535) | 1406 (1534)
Pvull - 5378 - 326, 880, 2567 440(553), 880, 2567
2893 439(326),
2567
Pstl - - - 73 3547 3547 3547
- kein Spaltort

*: die Angabe zu Bcll gelten fur das unklonierte PCR-Fragment (5099-5542)
Diein Klammern stehenden Fragmentgrofzen ergaben sich bei inversem Einbau des Insertes.
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Die folgenden Bilder (s. Abb. 12-15, S.72-73) zeigen einige ausgewdhlte, in den pGemT-
Vektor klonierte und mit unterschiedlichen Enzymen gespaltene env-Fragmente (5099-5542)
der Tiere 167 und 41335.

Abb.12: Pstl-Spaltung in den pGemT-Vektor ligierter PCR-env-Fragmente (Np
5099-5542); Spur 1: inserthatiger Klon des Tieres 41335; Spuren 6 und 10:
inserthaltige Klone des Tieres 167; Spuren 2, 4, 5, 8 und 9: Vektor ohne Insert;
Spur 3: leer; Spur 7: bei 2500 bp linearisierter V ektor

Die Pstl-Spaltung (Abb. 12) in den Spuren 1 (inserthaltiger Klon des Tieres 41335) sowie 6
und 10 (inserthaltige Klone des Tieres 167) ergab eine Linearisierung des gespaltenen,
inserthaltigen Vektors bei 3547 bp.

Abb.13: Dral-Spaltung in den pGemT-Vektor ligierter PCR-env-Fragmente
(Np 5099-5542); Spuren 1 und 2: inserthaltige Klone des Tieres 167;
Spuren 3, 4 und 5: inserthaltige Klone des Tieres 41335

Abweichend zu den in Tabelle 17 angegebenen Erwartungen zeigt sich das Dral -Spaltmuster
des Tieres 41335. In Abbildung 13 (Spuren 3-5) ist ersichtlich, da3 nur zwei Fragmente
(Grofde ca. 700 und 2700 bp) entstehen, was auf ein Fehlen des Spaltortes an der Np 5425 und
damit ein Erhaltenbleiben des 2700 bp Fragmentes anstelle der Zerlegung in 1500 und 1200 bp
Fragmente schlief3en [&3%. Im Gegensatz dazu sind bei den Klonen in den Spuren 1-2 (Tier 167)
die drei in Tabelle 17 (s. S.71) dargestellten Spaltprodukte in der Grof3e von 700, 1200 und
1500 bp erkennbar.

Das Ergebnis der Restriktion des Provirus des Tieres 41335 (s. Abb.14a, S.73) mit dem Enzym
Pvull zeigt in den Spuren 1, 4 und 6 die Entstehung von drei Fragmenten (Grofe 2570, 550



und 330 bp) und damit das Vorhandensein des nur fir das belgische Isolat beschriebenen
Pvull-Spaltortes an Position 5378. Die inserthaltigen Klone des Probanden 167 (s. Abb.14b)
spalteten, wie nach dem Restriktionsmuster des japanischen Isolates erwartet (s. Tab.17, S.71),
in Fragmente von 880 und 2567 bp Grof3e.

Abb.14a: Pvull-Spaltung von Klonen des Abb.14b: Pvull-Spaltung von Klonen des
Tieres 41335 nach Ligation des pGemT- Tieres 167 nach Ligation des pGemT-
Vektors mit dem PCR env-Fragment (Np 5099- Vektors mit dem PCR env-Fragment (Np
5542); Spuren 1, 4 und 6: inserthaltige Klone; 5099-5542); Spuren 3 und 5: inserthaltige
Spur 5: Klon ohne Insert; Spuren 2 und 3: Klone; Spuren 1, 2 und 4: Klone ohne
deletierter Vektor bzw. mit unspezifischem Insert

Ein dem Pvull-Spaltbild des Tieres 41335 analoges Muster zeigten die Provirus tragenden
Tiere 6869 und 15313. Die BLV-Proviren der Probanden 2, 45, 68, 134 und 574 stimmten in
ihrem Pvull-Spaltmuster mit dem des Tieres 167 Uberein.

Die folgende Abbildung 15 zeigt das Ergebnis einer Bcll-Spaltung des PCR-env-Fragmentes
(Np 5099-5542) der BLV-Proviren der Tiere 159, 167, 615 und 41335.

Abb.15: Bcll-Spatung der nichtklonierten env-PCR-Fragmente (Np 5099-5542)

Spuren 1 und 4: Tier 159; Spuren 2 und 5: Tier 167; Spuren 3 und 6: Tier 615;
Spur 7: Tier 41335

Die Bcll-Spaltung des BLV env-Fragmentes (Np 5099-5542) des Tieres 41335 (Spur 7) zeigt
das Fehlen des Bcll-Spaltortes an Np 5219 (s. Abb.15). Die Entstehung einer Doppelbande in
einer GroflRe von 220 bp verdeutlicht die Ubereinstimmung dieses Spaltergebnisses mit dem des
belgischen Isolates (s. Tab.17, S.71). Das Spaltmuster (Banden in einer Grof3e von 104, 120
und 219 bp) des PCR-env-Fragmentes (Np 5099-5542) der Tiere 167 (Spuren 2 und 5), 159
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(Spuren 1 und 4) sowie 615 (Spuren 3 und 6) stimmt mit dem des japanischen Isolats Uberein
(s. Tab.17, S.71).

Dem Nachweis der Ubereinstimmung von ermittelten Spalt- und Sequenzierungsergebnissen
fur die Bcll-, Dral- und Pvull-Spaltprodukte dient die nachfolgende Tabelle 18. Von
besonderem Interesse erschien der Bell-Spaltort an der Np 5219, der Dral-Spaltort an der Np
5425 und der Pvull-Spaltort an der Np 5378. Die Erkennungssequenz des Enzyms und die
Sequenz der beschriebenen bzw. untersuchten Isolate sind gegenubergestellt. Der Spaltort
selbst ist durch (*) gekennzeichnet.

Tab.18: Gegeniiberstellung der Erkennungssequenz verschiedener Enzyme mit der Nukeotidsequenz der
BLV-Provirusisolate der Tiere 167 und 41335

Erkennungssequenz | Bcll Np 5219-5224 | Dral Np 5423-5428 | Pvull Np 5376-5381
des Enzyms T*GATCA TTT*AAA CAG*CTG

Sequenz des Isolates

JAP T*GATCA TTT*AAA CAGTTG

BEL CGATCA TTT*AAA CAG*CTG

41335 CGATCA TTTTAA CAG*CTG

167 T*GATCA TTT*AAA CAGTTG

Die Homologie von Spalt- und Provirussequenz ist fur das Tier 41335 an den Np 5219 und
5426 nicht gewahrleistet, was ein Ausbleiben der Bcll- (s. Abb.15, S.73) und Dral-Spaltung (s.
Abb.13, S.72) erklart. Ebenso erkléart die von der Erkennungssequenz des Enzyms Pvull
abweichende Nukleotidfolge des japanischen Isolates und des Tieres 167 an der Np 5379 ein
Ausbleiben der erwarteten Pvull-Spaltung beider Isolate (Tier 167, Spuren 3 und 5, s.
Abb.14b, S.73).

4.4.2. Darstellung der DNA-Sequenzierungsergebnissen und Vergleich der ermittelten
env-Sequenz untersuchter Proviren mit der bekannter BLV-Isolate

Die DNA Sequenzen des analysierten env-Bereiches der verschiedenen Isolate (BLV-Provirus
tragende Rinder bzw. BLV-FLK) wurden im Anhang 9.1. (s. S.154) den aus der Literatur
bekannten Sequenzen (japanisches, belgisches und australisches I solat) gegentibergestellt.

Die Tabelle 19 (S.75) gibt die Positionen der Nukleotidabweichungen nach Vergleich mit dem
japanischen Isolat an. Alle bekannten Isolate besitzen eine Abweichung an der Np 5183. Die
BLV-env-Sequenz der Tiere 7, 68 (Klon 14), 159, 167 und 574 stimmt vollstandig Uberein.
Die BLV-Proviren der Tiere 2, 6869 und 41335 besitzen zehn identische
Nukleotidabweichungen zum japanischen Isolat. Diese drel Probanden weisen zusétzlich hohe
Sequenzgemeinsamkeiten mit dem Tier 15313 auf.

Die Anzahl der Basenabweichungen beim gegenseitigen Vergleich verschiedener BLV Isolate
in der env-Region (Np 5099-5542) ist in Tabelle 20 (s. S.76) sowie Abbildung 16 (s. S.77)
dargestellt.
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Tab.19: Nukleotidpositionen von DNA-Sequenzabwei chungen im env-Bereich von Np 5099-5442 verschiedener BLV-Proviren in Bezug zum japanischen I solat

Nukleotidposition
Isolat [5182 |5183 |5219 |5228 |5265 |5267 |5303 |5345 [5346 [5372 [5375 [5379 [5429 |5435 |5523 |5524 |5537 X

BEL + + + + + + +# + + + + + +

AST

M1

M2 +# + + 3

M3

FLK

+ |+ |+ [+ |+ |+

2 +

7*

45

68-14

68-18

134

159*

167

o574

6869 + + + + +

o+ |+ ||+
+
+
+

15313 + + +# + + + + + 1

41335 + + + + +# + +

*: Tiere wurden im angegebenen Bereich nicht vollsténdig sequenziert
x: Anzahl weiterer Abweichungen im Untersuchungsbereich
#. Np der Veranderung weicht um +/- 2 bp ab
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Tab.20: Anzahl der DNA-Sequenzabweichungen im Vergleich der env-Fragmente (Np 5099-5442) verschiedener BLV-Provirus-1solate

Isolat | JAP | BEL | AST | M1 | M2 | M3 |FLK | 2 > 45 168-14[68-18| 134 | 159* | 167 | 574 | 6869 | 15313 | 41335
JAP - 14 3 4 15 13 4 10 1 4 1 2 4 1 1 1 10 10 14
BEL 14 - 13 14 7 5 14 6 - 12 13 14 13 - 13 13 5 9 9
AST 3 13 - 3 13 11 4 9 - 3 2 3 3 - 2 2 8 9 12
M1 4 14 3 - 14 12 - 10 1 - 3 4 2 - 3 3 9 11 12
M2 15 7 13 14 - 6 15 9 1 15 14 15 15 1 14 14 S 11 9
M3 13 11 12 6 - 12 8 1 13 12 13 13 1 12 12 3 9 8
FLK 4 14 4 - 15 12 - 10 - - 2 3 2 - 3 3 10 9 13
2 10 5 9 10 10 - 1 10 9 10 10 1 9 9 4 7 8
7> 1 - - 1 1 1 1 1 - - - - - - - - 1 1 1
45 4 12 3 - 15 13 - 10 - - 3 4 2 - 3 3 10 12 14
68-14 1 13 2 3 14 12 2 9 - 3 - 1 3 - - - 9 9 13
68-18 2 14 3 4 15 13 3 10 - 4 1 - 4 - 1 1 10 10 14
134 4 13 3 2 15 13 2 10 - 2 3 4 - - 3 3 10 12 14
159* 1 - - - 1 1 - 1 - - - - - - - 1 1 1
167 1 13 2 3 14 12 3 9 - - 3 - - - 9 9 13
574 1 13 2 3 14 12 3 9 - 3 - 3 - - - 9 9 13
6869 10 5 8 9 5 3 10 4 1 10 9 10 10 1 9 9 - 6 4
15313 10 9 9 11 11 9 9 7 1 12 9 10 12 1 9 9 6 - 10
41335 14 9 12 12 9 8 13 8 1 14 13 14 14 1 13 13 4 10 -

-: keine Basenabwel chungen zwischen den einzelnen Fragmenten

*: Fragmente wurden in einem Bereich von Position 5169-5260 sequenziert und verglichen
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Abb.19: Graphische Darstellung der Anzahl von Nukleotidabwel chungen zwischen verschiedenen BLV-Isolaten im env-Bereich
von Np 5099-5542

JAP

Z/

BEL
AST
M1
M2
M3
FLK
45
134
167
574
6869
15313
41335

BEL
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Die untersuchten Provirusisolate verschiedener Rinder und der FLK-BLV (s. Tab.19, S.75)
lieRen sich nach Vergleich mit dem japanischen Isolat in drei Gruppen einteilen. (Die Tiere 7
und 159 werden aufgrund des geringen Analysenumfanges hier nicht berticksichtigt.)

Tab.2l:  Gruppeneinteilung  verschiedener  BLV-Isolate anhand der Anzahl der
Nukleotidabweichungen in denvSequenz (Np 5099-5442) gegeniiber dem japanischen Isolat

Anzahl der Nukleotidabweichungen Isolat des Tieres bzw. der

in der en+Sequenz (Np 5099-5442) Zellinie

gegenuber dem japanischen Isolat
Gruppe 1 >9 2, 6869, 15313, 41335
Gruppe 2 3-4 45, 134, FLK-BLV
Gruppe 3 1-2 68 (Klone 14 und 18), 167, 514

Die Tiere der_Gruppe 1 sind BLV-seropositive Reagenten (s. Tab.13, S.59) deren Provirus
mehr als 9 Abweichungen in denv+Sequenz (Np 5099-5442) gegenlber dem japanischen
Isolat (s. Tab.20, S.76) besal’. Untereinander wiesen die Proviren dieser Gruppe eine hohe
DNA-Sequenzhomologie auf (s. Tab.19, S.75).

Die Gruppe 2 enthalt sowohl serologisch-fragliche als auch seropositive Tiere (s. Tab.13,
S.59) deren Provirus 3-4 Nukleotidabweichungen gegenubeng&equenz des japanischen
Isolats (s. Tab.20, S.76) aufwies. Die Nukleotidsequenz des FLK-BLV-Provirus dieser
Gruppe stimmt mit der BLV-Provirussequenz des Probanden 45 Uberein. Das zur gleichen
Gruppe gehoérende Tier 134 hingegen zeigte an Np 5429 keine Abweichung, daflr jedoch eine
zusatzliche an der Np 5265 (s. Tab.19, S.75).

Bei den Tieren der Gruppe 3 handelte es sich um serologisch negative, Provirus tragende
Tiere (Tab.13, S.59) mit hoher Provirushomologie zum japanischen lIsolat (maximal 2
Abweichungen, s. Tab.21). Im Vergleich zum belgischen Isolat jedoch, zeigten sie deutlich
mehr Sequenzabweichungen, als die Mitglieder der anderen Gruppen. Die Veranderungen
zum australischen Isolat betrugen maximal finf Basen (s. Tab.20, S.76).

Das Provirus der Uuber einen grol3eremvBereich untersuchten permanent Virus
produzierenden Zellinie (FLK-BLV 44) zeigte auch an den Np 4830 und 6234 Abweichungen
gegenuber dem japanischen Isolat (s. Anhang 9.1., S.154). Die in Tabelle 21 getroffene
Gruppeneinteilung bestatigt sich bei der Bildung von Mutantengruppen anhand denBLV-
Sequenz. Insgesamt konnten anhand der DNA-Sequenzanalysen jeweils zwei BLV-Mutanten
serologisch negativer bzw. serologisch fraglicher Provirustrdger sowie vier verschiedene
BLV-Mutanten serologisch positiver Provirustrager ermittelt werden (s. Tab.22, S.79). Das
Provirus des Tieres 45 lafit sich nicht in die gebildten Mutantengruppen einordnen. Aufgrund
der serologischen Befunde miiRte es in die Gruppe der B:MiRanten, anhand seines
Sequnzmusters in die Gruppe der BLV-BMutanten eingeordnet werden.
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Tab.22 Einordnung verschiedener BLV-Isolate in BLV-Mutantengruppen

Mutantengruppe Isolat des Tieres bzw. der
Zellinie

BLV-D* BLV-Mutante serologisch positiver 2, 6869, 15313, 41335
Provirustrager

BLV-D*" BLV-Mutante serologisch fraglicher 134, FLK-BLV
Provirustrager

BLV-D~ BLV-Mutante serologisch negativer 68 (Klone 14 und 18), 167
Provirustrager 574

D: Deutschland

4.4.3. Auswirkungen von DNA-Sequenzveranderungen auf die RNA-Sekundarstruktur

der BLV-enwvRegion

Mit Hilfe des Computerprogrammes DNASI$or Window$® wurde der Einflul? von DNA-
Sequenzanderungen auf die RNA-Sekundarstruktur untersucht. Der verwendete Zuker-
Stiegler-Algorhythmus addiert ein Nukleotid nacheinander an das andere und kalkuliert dabei
die Energie moglicher Konformationen der wachsenden Struktur. Die Struktur mit der
geringsten Energie wird selektiert, ein weiteres Nukleotid an das 3’'Ende angelagert und die
Energien neu berechnet. Die fur die Kalkulation verwendeten Energie-Values sind RNA-
Values, wenngleich anstelle des ,U“ (Uracil) ein ,T* (fir das nur in der DNA vorkommende
Thymidin) in den Abbildungen 17a-c vermerkt ist (Anonym, 1994b).

Fur die Untersuchungen der RNA-Sekundarstruktur wurde der Bereich von Np 5171-5460
(290 bp) deenwvFragmentes ausgewahlt. Die Strukturen elerRNA der Tiere 41335 und

134 im angegebenen Bereich wurden auf den folgenden Seiten 80-82 dargestellt (s. Abb.17a-
C).

Die RNA-Strukturen des japanischen Isolates (s. Abb.17a, S.80) und des Tieres 134 (s.
Abb.17b, S.81) wiesen eine hohe Ubereinstimmung auf. Obgleich sich die DNA- und damit
auch RNA-Sequenzen an den Np 5183, 5192, 5265 und 5267 unterschieden, fihrten nur die
drei letztgenannten Abweichungen zu einer Anderung der Sekundarstruktur. Ab der Position
48 in Abbildung 17b (entspricht Np 5192 dassBereiches) wurde die Schleife, aufgrund der
dort vom japanischen Isolat abweichenden DNA-Sequenz, gréf3er. Die Nukleinséure-
veranderungen an den Positionen 95 und 97 (s. Abb.17b, S.81, entsprechen der Np 5265 und
5267 deenvBereiches) fuhrten zur Verkleinerung der, auch im japanischen Isolat
vorhandenen Schleife, bei gleichzeitiger Neuausbildung einer Haarnadelbiegung in diesem
Bereich (s. Abb.17a-b, S.80f.). Aus den dargestellten Ergebnissen kann geschluf3folgert
werden, dal3 nicht jede Nukleotidabweichung zu einer Veranderung der Sekundéarstruktur
fuhrt. Die BLV-RNA-Sekundarstruktur des Tieres 41335 weist ab Position 28 (durch Pfell
gekennzeichnet, s. Abb.17c, S.82) ein stark vom japanischen Isolat (s.Abb.17a, S.80)
abweichendes Muster auf. Dieses Bild ist Ausdruck der sehr unterschiedlichen
Nukleotidsequenzen beider Isolate.
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4.4.4. Auswirkungen von DNA-Sequenzveranderungen auf die Aminosauresequenz und
die Proteinsekundarstruktur der BLV-env-Region

Nach Ermittlung der DNA-Provirussequenz wurde diese mit Hilfe des Computerprogrammes
DNASIS for Windows? in die zugehdrige Aminosauresequenz umgeschrieben. Insgesamt 61
von 64 moglichen Kodons stehen fur die Synthese der 20 As bereit. Nur Tryptophan und
Methionin werden durch ein einmaliges Triplett kodiert. Fir die generelle Zuordnung zu
bestimmten As sind die ersten beiden Basen entscheidend. XY U und XY C kodieren immer die
gleichen As. Daraus ist ersichtlich, das eine Sequenzveranderung nicht in jedem Falle eine
Anderung der zu kodierenden As bewirken muR. In nachfolgender Tabelle 23 sind die Anzahl
der Basenabweichungen (n) einzelner Proviren im Vergleich zum japanischen Isolat der Anzahl
daraus resultierender As-Abweichungen (m) gegentibergestelt.

Tab.23: Gegenuiberstellung der Anzahl von Nukleotid- und As-Abweichungen im env-Bereich (Np
5099-5542) verschiedener BLV-Isolate in Bezug zum japani schen | solat

Isolat n m
BEL 14 1
AST 3 -

M1 4 -

M2 15 2

M3 13 2
FLK-BLV 4 -
2 9 3

45 4 -

68 (Klon 14) 1 -
68 (Klon 18) 2 1
134 4 1

167 1 -

574 1 -
6869 10 1
15313 10 2
41335 14 2

n: Anzahl der Nukleotidabwei chungen in Bezug zum japanischen Isolat
m: Anzahl der As-Abweichungen in Bezug zum japanischen Isolat
-: keine As-Verdnderung

Diese Gegeniberstellung in Tabelle 23 zeigt, dald nur en geringer Tel der
Nukleotidabwei chungen (n) auch zur Veradnderung der Aminosauresequenz (m) fuhrte.

Die Tabelle 24 (S.84) beschreibt die Position des Nukleotides im BLV, welches zu ener
Anderung der kodierten As fiihrte und benennt die veranderte As sowie eine eventuelle
Anderung der Hydrophobie.
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Tab.24: Position verdnderter Nukleotide in verschiedenen BLV-Isolaten im Vergleich zum
japanischen lIsolat, die einen As-Austausch bewirken, Angabe der Position des verdnderten
Nukleotides im Kodon, Darstellung des hydrophoben Verhaltens

Isolat Np Np im As in JAP AS Hydrophobie-
Kodon anderung
BEL 5182/83 2/3 Arginin Histidin -
M1 5182/83 2/3 Arginin Histidin -
M2 5182/83 2/3 Arginin Histidin -
2 5182/83 2/3 Arginin Histidin -
5241 1/3 Asparagin | Aspartin -
5421 1/3 Leucin | Phenylalanir] -
68-18 5133 1/3 Methionin Valin -
6869 5182/83 2/3 Arginin Histidin -
15313 5182/83 2/3 Arginin Histidin -
5394 2/3 Valin Isoleucin -
41335 5182/83 2/3 Arginin Histidin -
5426 2/3 Leucin | Phenylalanir -

Generell bewirkte ein verandertes Nukleotid an erster oder zweiter Position im Kodon die
Synthese einer vom japanischen Isolat abweichenden As. Die Neusynthese fihrte in keinem
Fall zu einer Anderung des hydrophoben Verhaltens an der entsprechenden Position im
Protein.
Im envBereich von Np 5171-5460 wurde die Proteinsekundarstruktur erstellt. Unter
Verwendung de€hou-Fasmanrmilgorhythmus konnte fir jede einzelne As die Mdglichkeit
zur Bildung unterschiedlicher Sekundarstrukturen kalkuliert werden. Die ermittelten
Rohwerte wurden dann unter Beachtung des Einflusses von Nachbaraminosaureresten
modifiziert (Anonym, 1994b). Dadurch liel3 sich die Proteinsekundarstruktur in vier
Strukturelemente untergliedern:

a-Helix, &-Strukturen (sog. Faltblatter)Turn (Windung) undCoil (Spirale).

Die untersuchten Isolate konnten anhand ihrer Proteinsekundarstruktur (s. Abb.18a-b, S.85) in
zwei Gruppen eingeteilt werden.

Gruppe 1: JAP, AST, FLK-BLV, 45, 68-14, 68-18, 134, 159, 167, 574
Gruppe 2: BEL, M1, M2, 2, 7, 6869, 15313, 41335,

Unter den Probanden der Gruppe 1 befinden sich ausschlie3lich serologisch negative bzw.
serologisch fragliche BLV-Provirus tragende Tiere (s. Tab.13, S.59) sowie das japanische und
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australische BLV-Isolat. Gruppe 2 enthalt nur seropositiven Reagenten und das belgische
Isolat.

Damit zeigten, unter Berticksichtigung der nach 4.4.2. (s. S.74) getroffenen Einteilung, die
Provirusmutanten BLV-D" und BLV-D*" (s. Abb.18a) die gleiche Proteinsekundarstruktur und
unterschieden sich deutlich von der Provirusmutante BLV-D*(s. Abb.18b).

Abb.18b: BLV-Proteinsekundérstruktur von Vertretern der Gruppe 2 (Provirusmutante
BLV-D") im env-Bereich von Np 5171-5460

vy a-Helix

LAY : [3-Sruktur
Turn

" Cail

Die Gruppen 1 und 2 unterscheiden sich durch die Schleifenbildung bel As 4. Dieser
Schleifenbildung ist zu entnehmen, dal3 nur die DNA-Sequenzabweichung im verantwortlichen
Triplett an Postion 5182 und die daraus resultierende As-Abweichung, zu einer
Proteinsekundérstrukturverénderung in der Gruppe 2 im Vergleich zu den Vertretern der
Gruppe 1 fuhrte (s. Abb.18a-b). Alle anderen in Tabelle 24 (s. S.84) bezeichneten As-
Veranderungen blieben ohne Einfluf3 auf die Proteinstruktur.



86

4.5. Untersuchung der pol-Region des BLV

4.5.1. Restriktionsenzymanalysen klonierter PCR-pol-Fragmente

Fur die Herstellung von Amplifikaten aus dem 3"Ende der pol-Region wurde eine Einfach-
oder Doppel-PCR unter Verwendung des Primerpaares polsii/envagzo durchgeftihrt. Es
gelang, von den Proviren der Tiere 68, 574, 15313 und der FLK-BLV ein Amplifikat zu
synthetisieren. Die folgende Abbildung 19 zeigt das Resultat einer Einfach-PCR nach 50
Zyklen.

Abb.19: pol-PCR Ergebnis nach 50 Zyklen unter Verwendung des Primerpaares polsi; /
€NVygroi ; Spur 1: Tier 6869; Spur 2: Tierl59; Spur 3: Tier 68; Spur 4: Tier 15313;
Spur 5: Tier 574

Bei Erhohung der Anzahl der PCR-Zyklen von 40 auf 50 in der Einfach-PCR mit dem
Primerpaar polsizi/envaszor (S. Abb.19) entstanden bel Tier 6869 (Spur 1) neben der erwarteten
Bande in einer Grof3e von 750 bp eine Vielzahl unspezifischer Banden. Die Probanden 68, 574
und 15313 (Spuren 3-5) entwickelten eine zusétzliche Bande in einer Grof3e von ca. 450 bp.
Das Tier 159 (Spur 2) zeigte kein PCR-Amplifikat.

Die Kontrolle der Minipraparations-DNA klonierter pol-Fragmente erfolgte u.a. durch
Restriktionsenzymanalysen mit Pstl, Sacl und Pvull. Diese Enzyme besitzen im angegebenen
Kontrollbereich (Np 4111-4892) in keinem der bekannten Isolate einen Restriktionsort, spalten
jedoch im pGemT-Vektor. Der Restriktionskarte des pGemT-Vektors entsprechend, sind
folgende, in Tabelle 25 gezeigte Fragmentgrof3en zu erwarten.

Tab.25: Spaltorte ausgewdhiter Enzyme im pGemT-Vektor und erwartete Fragmentgrof3en nach
Ligation des Vektors mit dem pol-PCR-Amplifikat (4111-4892)

Enzym n Fragmentgrol3e in bp
Pstl 1 3782

Sacl 1 3782

Pvull 2 2567, 1216

n: Anzahl der Restriktionsorte im pGemT-V ektor

Die folgende Abbildung 20 (s. S.87) zeigt die Ergebnisse der Pvull-Spaltung des pGemT-
Vektors nach Ligation mit den BLV-pol-Fragmenten (Np 4111-4892) der Tiere 68 und 15313.



87

Abb.20: Pvull-Spaltung des pGemT-Vektors nach Ligation mit dem pol-Fragment (Np 4111-4892);
Spuren 1, 2, 4, 5: Tier 68 mit 780 bp Insert; Spuren 6-8: Tier 15313 mit ca. 450 bp Insert; Spuren 9,
11: Tier 15313 mit 780 bp Insert; Spuren 3, 10 pGemT- Vektor ohne Insert

Die Ergebnisse der Pvull-Spaltung in den Spuren 1, 2, 4 und 5 (Tier 68) wiesen die nach den
Berechnungen in Tabelle 20 erwarteten BandengrofRen bei 2570 und 1200 bp auf. Die
Spaltergebnisse der Klone in den Spuren 9 und 11 (Tier 15313) zeigten ebenfalls das nach
Tabelle 25 (s. S.86) erwartete Muster. Die BLV-pol-Fragmente des Tieres 15313 bilden
jedoch auch Klone, deren Insertgrof3e nur etwa 450 bp betrug (Spuren 6-8). Bel diesen Klonen
entstanden Pvull-Fragmente in der Gréfe von ca. 2550 und 850 bp.

4.5.2. Darstellung der DNA-Sequenzierungsergebnisse und Vergleich der ermittelten pol-
Sequenz untersuchter Proviren mit der bekannter BLV-Isolate

Als Vergleichsmdglichkeiten fir eigene Untersuchungsergebnisse standen die von Rice et al.
(1984), Sagata et al. (1985) und Coulsten et al. (1990) verdffentlichten Virussequenzen zur
Verfligung. Das BLV-pol-Gen des Tieres 15313 wurde im Bereich von Np 4182-4430 und
4467-4892, das des Tieres 68 im Bereich von Np 4111-4330 und 4646-4832 sequenziert. Die
DNA-Sequenz der untersuchten Proviren und bekannten Isolate ist im Anhang 9.3. (s. S. 165)
widergegeben.

Die DNA-Sequenzabweichungen des Tieres 68 im Vergleich zum belgischen, australischen und
japanischen Isolat liefken keinerlei Ubereinstimmung mit denen des Tieres 15313 erkennen. 11
von 23 Nukleotidabweichungen des Tieres 15313 zum japanischen Isolat sind mit denen des
belgischen, 7 mit denen des australischen Isolates identisch. Folglich &hnelt das pol-Gen des
Rindes 15313, im Gegensatz zu dem des Tieres 68, eher dem des belgischen as dem des
japanischen Isolat.

Damit ist anhand der Nukleotidsequenz des untersuchten pol-Bereiches ein deutlicher
Unterschied zwischen der Sequenz eines seronegativen (Tier 68) und -positiven (Tier 15313)
Provirustragers zu erkennen. So ist auch fir diesen Bereich eine Unterscheidung von BLV-D -
und BLV-D*-Provirusmutanten moglich.

Die Anzahl der Nukleotidabweichungen im pol-Bereich von Np 4111-4892 nach Vergleich der
| solate untereinander zeigt Tabelle 26 (s. S.88).
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Tab.26: Anzahl von Nukleotidabweichungen im BLV-pol-Gen (Np 4111-4892) der Tiere 68 und 15313
nach Vergleich mit bekannten Provirusisolaten

Isolat JAP BEL AST 68* 15313"
JAP - 29 29 5 23
BEL 29 - 23 23 12
AST 29 23 - 19 31
68* 5 23 19 - 16
15313" 23 12 31 16 -
*: Tier 68 wurde im Bereich von Np 4111-4330 und Np 4646-4832 verglichen

" Tier 15313 wurde im Bereich von Np 4182-4430 und Np 4467-4892 verglichen

Es wird ersichtlich, da3 das Provirus des Tieres 68 im untersuchten Bereich 5
Nukleotidabweichungen im Vergleich zum japanischen-, 23 zum belgischen- und 19
Abweichungen im Vergleich zur BLV-Sequenz des Tieres 15313 aufwies. Der untersuchte
BLV-Bereich des Tieres 15313 dagegen zeigte 23 Nukleotidveranderungen beim Vergleich
zum japanischen-, 12 zum belgischen- und 31 zum australischen Isolat.

Die BLV-Proviren der Tiere 15313 und 574 sowie der FLK-BLV mit dem etwa 450 bp grof3en
Insert wurden in gleicher Weise sequenziert und verglichen. Mit keinem bekannten BLV-
Isolate lief3en sich Sequenzhomologien von >40% ermitteln. Ebenfals weniger als 40%
Ubereinstimmung ergab die Gegeniiberstellumg mit dem Bovinen Immundefiziens-Virus.

45.3. EinfluBR von DNA-Sequenzverdnderungen auf SpleiRdonor, -akzeptor und
Startkodonsequenzen der BLV-pol-Region

In der untersuchten pol-Region befinden sich fur die Synthese von Regulator- und
Hullproteinen entscheidende Sequenzen. Von besonderer Bedeutung sind der an Position 4649
befindliche SpleiRakzeptor, das env- und XII-Startkodon (Np 4821), das XI-Startkodon (Np
4886) und der Spleil3donor (Np 4871). Betrachtet man im Anhang 9.3. (s. S.165) einen 10 bp
umfassenden Bereich um die genannten Spleil3orte, féllt eine absolute Sequenzhomologie aller
untersuchten Isolate auf.

In unmittelbarer Nahe des env- und damit gleichzeitig des XII-ATG’s an Position 4821
hingegen zeigten das belgische Isolat und das Provirus des Tieres 15313 eine
Basenabweichung (Np 4826) im Vergleich zum japanischen Isolat. Die Auswirkungen dieser
Veranderung auf die RNA-Sekundérstruktur im Bereich 4800 bis 4832 verdeutlichen die
Abbildungen 2la-b (s. S.89). Das env-ATG befindet sich an den Positionen 21-23 der
jeweiligen Abbildung und ist durch einen Pfeil gekennzeichnet.
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Abb.21a: BLV-RNA-Sekundérstruktur im pol-Gen Abb.21b: BLV-RNA-Sekundéarstruktur im

(Np 4800-4832) des Tieres 15313 und des belgischen pol-Gen (Np 4800-4832) des Tieres 68,
Isolates des japanischen und australischen I solates

Der Pfeil kennzeichnet das Startkodon des env- und damit gleichzeitig des X11-Leserahmens an Position
4821.

Die Abbildungen 21a-b zeigen, dal3 das unterschiedliche Nukleotid an Position 26 (Np 4826
des BLV) zu einer Veranderung der RNA-Sekundéarstruktur in diesem Bereich fuhrt.

4.5.4. Auswirkungen von DNA-Sequenzveranderungen auf die Aminosauresequenz und
die Proteinsekundarstruktur der BLV- pol-Region

Die As-Sequenz der untersuchten Isolate wurde im Anhang 9.4. (s. S.168) dargestellt. Aus den
5 Nukleotidabwei chungen des Provirus des Tieres 68 im Vergleich zum japanischen Isolat (s.
Tab.26, S.88) ergeben sich 3 Abweichungen der Aminosauresequenz. Das Provirus des Tieres
15313 besitzt 8 As-Abweichungen im Vergleich zum japanischen Isolat. Die Tabelle 27 gibt
die verdnderten As mit den zugehodrigen Positionen der Nukleotidabweichung an und
beschreibt eine eventuell auftretende Anderung der Hydrophobie.

Tab.27: Dargtelung von Aminosdureverdnderungen der BLV-Proviren im pol-Gen der Tiere 68 und
15313 im Vergleich zum japanischen Isolat, Angabe der verdnderten Nukleotidposition der verénderten
Aminosiure

Klon Np As im Jap VAS Hydrophobie-
anderung
68 4125 Asparagin Lysn -
4143 Lysn Asparagin -
4693/4694 Leucin Lysn -
15313 4301 Threonin Methionin +
4378/79 Thyrosin Isoleucin +
4468/68 Asparagin vadin -
4498 Leucin Valin -
4660 Threonin Alanin -
4693/4694 Leucin Lysn -
4777 Aspartat Asparagin -
4826 Leucin Prolin +

VAsS. veranderte As
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Den in Tabelle 27 (s. S. 89) dargestellten Ergebnissen ist zu entnehmen, dal3 im jeweiligen
Untersuchungsbereich keine der Aminosaureverénderungen im BLV-Provirus des Tieres 68,
im Gegensatz zu denen des Tieres 15313, zugleich mit einer Veranderung des hydrophoben
Verhaltens der entsprechenden Aminoséure einhergeht.

Die BLV-Proteinsekundarstruktur der Tiere 68 und 15313 sowie die des japanischen und
belgischen Isolates (im Bereich von Np 4650-4832) ist in den Abbildungen 22ab
wiedergegeben. Es ist eschtlich, dald das japanische Provirussolat in seiner
Proteinsekundarstruktur vollkommen mit der des Tieres 68, das belgische mit der des Tieres
15313 Ubereinstimmt. Damit  verkorpert die Abbildung 22a das Bild der
Proteinsekundérstruktur einer BLV-D-Mutante und die Abbildung 22b das Bild einer BLV-
D*-Provirusmutante.

Die BLV-D" -Provirusmutante zeigte gegeniiber der BLV-D" -Provirusmutante eine Anderung
der a-Helix in die Coil-Struktur an As-Position 58 des untersuchten Bereiches. Dieser
Strukturwandel ist auf die unterschiedliche Nukleinsduresequenz der Isolate an der Np 4826 (s.
Anhang 9.3., S.165) und der daraus resultierenden As-Anderung zuriickzufGihren,
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Abb22a: BLV-Proteinsekundérstruktur des japanischen Isolates und Tieres 68 im pol-Bereich von Np
4650-4832

Abb.22b: BLV -Proteinsekundérstruktur des belgischen Isolates und Tieres 15313 im pol-Bereich von
4650-4832
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Im env-Leserahmen bewirkt die Anderung der Nukleinsiuresequenz an Position 4826 keine
Veranderung der As-Sequenz und hat damit keinen Einflufld auf die Proteinsekundérstruktur.

4.6. Untersuchung der tax-Region des BLV
4.6.1. Darstellung der DNA-Sequenzierungsergebnisse und Vergleich der ermittelten tax-
Sequenz untersuchter Proviren mit der bekannter BLV-Isolate unter besonderer
Bertcksichtigung von Splei3akzeptorsequenzen der Region
In der tax-Region des BLV wurden die Proviren der Rinder 6, 574 und 15313 sowie die FLK-
BLV und das Plasmid pSVN4313 untersucht. Die Tabelle 28 bezeichnet den sequenzierten
Bereich der verschiedenen Proviren.

Tab.28: sequenzierter Bereich aus der tax-Region verschiedener BLV-Isolate

Isolat Np des untersuchten Bereichs
6 7007-7433; 7699-7949

574 7064-7369; 7762-7949
15313 7049-7252; 7792-7949
FLK-BLV 7017-7306; 7830-7949
pPSVN4313 || 7031-7223; 7772-7950

Die Ergebnisse des Sequenzvergleiches im Bereich von Np 6690-7987 der angegebenen
Proben mit dem des japanischen, belgischen und australischen Isolat zeigt Anhang 9.5 (s.
S.169). Die Sequenz des australischen Isolats liegt nur bis zur Np 7933 vor (Coulsten et al.,
1990).

Die folgende Tabelle 29 dokumentiert die Positionen der Nukleotidabweichungen der einzelnen
| solate gegentiber dem japanischen Isolat

Tab.29: Position der Nukleotidabweichungen verschiedener BLV-Isolate in Bezug zum japanischen
Isolat im tax-Bereich (Np 7000-8000)

Isolat Nukleotidposition der Abweichung

BEL 7030, 7096, 7353, 7409, 7433, 7434, 7571, 7632, 7732, 7738, 7752, 7782,
7835, 7899, 7903, 7907, 7914, 7940, 7941

AST 6995-6999, 7030, 7053, 7085, 7096, 7118, 7136, 7189, 7278, 7353, 7409,
7433, 7571, 7620, 7625, 7632, 7674, 7677, 7707, 7713, 7719, 7747,
7752,7782, 7785*, 7788, 7845, 7856

6 7030, 7032, 7045, 7096, 7147, 7193, 7353, 7409, 7732, 7788, 7903, 7914,
7940, 7941

574 7940, 7941

15313 7084, 7096, 7830, 7903

FLK-BLV | 7833, 7843, 7844, 7882, 7883, 7884, 7885, 7937

pSVN4313 |keine

*: zwischen Np 7785 und 7786 befindet sich ein Baseneinschub im australischen Isolat
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Die Tabelle 29 (s. S.91) verdeutlicht die geringradig hohere Ubereinstimmung des BLV-
Provirus vom Tier 6 mit dem belgischen Isolat (12 Abweichungen) gegentiber dem japanischen
Isolat (15 Abweichungen). Dabel weisen sowohl das belgisches Isolat als auch das Provirus des
Tieres 6 neun adaguate Unterschiede zum japanischen Isolat auf. Das Provirus des Rindes
15313 besitzt dagegen nur 4 Abweichungen im Vergleich zum japanischen und 5 zum
belgischen Isolat. Auffalend ist die im vorderen Sequenzbereich (ca. 7000-7300 bp)
auftretende 100%ige Ubereinstimmung des Tieres 574, der FLK-BLV und des untersuchten
Plasmides pSVN4313 mit dem japanischen Isolat. Die zwei Abweichungen des Provirus vom
Tier 574 gegenuiber dem japanischen Isolat (Np 7940/7941) sind auch im BLV-Isolat des
Probanden 6, nicht jedoch in dem des Probanden 15313 zu finden. Die Proviren der
seropositiven Tiere 15313 und 6 weisen zwei gemeinsame Unterschiede zum japanischen |solat
auf (Np 7096 und 7903).

Die untersuchten Proviren lassen sich somit in die Gruppen BLV-D*- (Probanden 6 und
15313, belgisches Isolat) und BLV-D-Provirusmutanten (Proband 574, FLK-BLV,
japanisches Isolat) einteilen.

Von besonderem Interesse ist der Baseneinschub im australischen Isolat zwischen Position
7785 und 7786 (s. Tab.29, S.91). Die Spleillakzeptoren der Region (Np 7018, 7066, 7157,
7247) werden von den ermittelten Sequenzabweichungen nicht berdihrt.

4.6.2. Auswirkungen von DNA-Sequenzveranderungen auf die Aminosauresequenz und
die Proteinsekundarstruktur der BLV-tax-Region

Die aus der DNA-Sequenz abgeleitete As-Sequenz des tax-Proteins der untersuchten BLV-
Proviren ist im Anhang 9.6. (s. S.172) der Sequenz bekannter Isolate (JAP, BEL, AST)
gegeniibergestellt.

Von den sequenzierten Bereichen der verschiedenen BLV-Isolate wurde die
Aminosauresequenz ermittelt. Die Tabelle 30 zeigt die Anzahl der Nukleotid- und As
Sequenzabweichungen im Vergleich zum japanischen I solat.

Tab.30: Anzahl der Nukleotid- und Aminosauresbweichungen verschiedener BLV-Klone zum
japanischen Isolat im jeweilig untersuchten tax-Bereich (vergleiche Tab.28)

Isolat n m
BEL 18 11
AST 28 10*
6 16 6
574 2 1
15313 5 3
FLK-BLV 7 3
pSVN4313 0 0

*: das audtralische Isolat wurde bis zur Position des Baseneinschubes (7786) verglichen
n: Anzahl der Nukleotidabweichungen; m: Anzahl der As-Abweichungen
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Fur den as Teil des XBLI-Leserahmens fungierenden Nukleotidbereich 7699-7949 wurde die
BLV-Proteinsekundérstruktur des japanischen und belgischen Isolates sowie die des
Probanden 6 erstellt (s. Abb.23a-c).

Abb.23b: BLV-Proteinsekundéarstruktur des belgischen Isolatesim XBLI-Bereich 7699-7949

Abb.23c: BLV-Proteinsekundarstruktur des Tieres 6 im XBLI-Bereich 7699-7949
I a-Hdix KAY ) 3-Sruktur
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Die Aminosdureunterschiede der verschiedenen Isolate (s. Anhang 9.6., S.172) spiegeln sich in
unterschiedlichen Proteinsekundarstrukturen wieder (s. Abb.23a-c, S.93). Inshesondere ab As-
Position 40 des untersuchten Bereiches (entspricht Np 7699-7949 des BLV) sind in den
Abbildungen 23a-c deutliche Veranderung der Proteinstruktur erkennbar. Die an Position 7835
vorhandene Nukleotidabweichung (s. Anhang 9.5., S.169 und Tab. 29, S.81) des belgischen
| solates gegeniiber dem japanischen Isolat fiihrt neben der As-Anderung (Alanin wird zu Valin,
womit gleichzeitig das hydrophobe Verhaten geandert wird) zur Entstehung einer b-Struktur
anstelle des im japanischen Isolat und dem Provirus des Tieres 6 vorhandenen Turns. In
Ubereinstimmung mit dem belgischen Isolat zeigt das Provirus des Tieres 6 ab As-Position 80
(s. Abb.23c, S93) des untersuchten Bereiches eine a-Helix anstelle der b-Struktur des
japanischen Klones (s. Abb.23a, S.93). Ursichlich verantwortlich sind dafur die
Nukleotidabweichungen an den Positionen 7940/41 (s. Anhang 9.5., S.169). Sie bewirken eine
Umwandlung der As Prolin zu Leucin, bel gleichzeitiger Verdnderung des hydrophoben
Charakters. Das Provirus des Tieres 15313 stimmt an dieser Position mit dem des belgischen
Isolats und dem des Tieres 6 Uberein.

4.6.3. Sequenzvergleiche sechs verschiedener tax-Klone gleichen Ausgangsmaterials

Nach Ligation des tax-Fragmentes (Np 6978-7994) des Tieres 6 mit dem pGemT-Vektor
wurden 18 Klone selektiert, angezogen und die DNA nach der Minipraparationsmethode (s.
3.4.2., S.43) aufgearbeitet. Sechs dieser Klone erwiesen sich nach Restriktionsenzymkontrolle
als inserthaltig und wurden mit den PCR-Primern pXlleys Und tax.e;s Sequenziert. Auffallend
war die hohe Konzentration der préparierten DNA von 6,8-8,3 pg/pl. Jeder Klon konnte im
Bereich von 7034-7317 sowie 7699-7949 analysiert werden. Insgesamt wurden 533
Nukleotide jedes Klons miteinander verglichen. Dabei zeigten die sechs Klone des Tieres 6
hundertprozentige Ubereinsimmung ihres Sequenzmusters.

Im Gegensatz dazu stehen die Ergebnisse nach Selektion und Sequenzierung zweier positiver
BLV-Klone (14 und 18) mit env-Insert (5099-5442) des Tieres 68 (s. Anhang 9.1., S.154). Sie
wiesen an einer Position (Np 5133) unterschiedliche Basen auf. Der Vergleich von insgesamt
886 bp ergibt damit eine Abweichung. Eine Gegenlberstellung verschiedener, das env-
Amplifikat enthaltener BLV-Klone der Tiere 2, 167, 574, 6869, 15313, 41335 und der FLK-
BLV zeigte hundertprozentige Homologie.

4.7. Leukozytenkurzzeitkultivierung

Von alen Tieren des Bestandes 1 und 2, sowie des Tieres 2 (Bestand 7), 41335 (Bestand 4)
und 45 (Bestand 5, s. 3.1., S.35) wurden LKK im Doppelansatz (Probe 1 und 2) angelegt. Da
nach dreitdgiger Kultivierung einige Zellen angeheftet waren, wurden in Probe 1 ale Zellen
geerntet und nach Zentrifugation der ZKU fiir die ELISA-Bestimmung, das Zellpellet firr den
Western-Blot zur Bestimmmung von gp51 gewonnen. Der Zellrasen in Probe 2 hingegen blieb
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insgesamt 10 Tage in Kultur. Danach wurde er mit PBS gewaschen, pdlletiert und in RIPA-
Puffer fir die Western-Blot-Untersuchung aufgenommen. 100 pl zellfreier ZKU diente der
ELISA-Bestimmung. Ausgewdhlte Zellkulturen am dritten Kultivierungstag, vor und nach
Entfernung des zellhaltigen Uberstandes, zeigen die nachfolgenden Abbildungen 24a-b.
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Abb.24a: LKK des Tieres 607 am dritten Abb.24b: LKK des Tieres 216 am dritten
Kultivierungstag (Suspensionskultur) Kultivierungstag (beginnender Zellrasen)

Mittels ELISA konnte in den Zellkulturiberstanden der Tiere 41335 und 45 das gp 51
nachgewiesen werden. Der ZKU des Tieres 2 wurde in der Bundesforschungsanstalt fiir
Viruskrankheiten der Tiere in Tubingen mittels IDT untersucht. Es konnte keine AG-
Expression nachgewiesen werden (Straub, 1996).

Fur die Western-Blot-Untersuchungen wurde in der Regel 60 pl in RIPA-Puffer geldstes
Zellpellet der Probe 1 und 25 Wl der Probe 2 eingesetzt. Der mit 2 Yl eingesetzte positive
Zellextrakt enthielt 6,77 pg Gesamteiweil3, bzw. 0,2 ng gp51 pro . Die Nachweisgrenze lag
bei 0,1 ng gp51. Das Ergebnis der Untersuchungen ist in Tabelle 31 dargestellt.

Tab.31: Ergebnisse des ZKU-ELISA und der Western-Blot-Untersuchungen  nach
L eukozytenkurzzeitkultivierung

Tiere ZKU-ELISA Western-Blot
32,58, 68, 92, 134, 159, 356, 370, 374, 376, 527, 574 - -

3, 44, 145, 149, 153, 155, 167, 216, 237, 268, 282, - -
590, 599, 607, 615

273, 324 - -/+
2 * n.u.
41335 + +
45 + +
* Tier 2im AGID negativ (s.0.)

+/- . fragliches Ergebnis
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Allein der LKK untersuchten Tiere der Bestande 1 und 2 zeigten serologisch und im Western-
Blot negative bzw. fragliche (Tiere 273, 324) Ergebnisse. Die Spezifitét der bei den beiden
letztgenannten Tieren auftretenden schwachen Banden in einer Grof3e von 51 kDa konnte nicht
geklart werden, da sich Banden gleicher Intensitét auch an anderen Positionen ausbildeten. Die
LKK der Tiere 45 und 41335 dagegen zeigten spezifische positive Signale auf der Hohe der
gp51- und p24-Banden.

Die LKK des Tieres 324 wies nach 10t&giger Kultivierung einen massiven Trypanosomenbefall
auf. Die Spezies wurde nicht ndher klassifiziert, da nach Rommel (1992) in Europa
vorkommende Trypanosomen des Rindes apathogen sind.
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5. Diskussion

Uber zwei Jahrzehnte schienen serologische Methoden alein notwendig und zugleich
ausreichend zu sein, eine BLV-Infektion bei Rindern nachzuweisen und auf ihrer Grundlage
weitreichende Bekampfungsprogramme zu entwickeln. Die BLV-AK des klassisch infizierten
Tieres waren sowohl im AGID als auch im ELISA nachzuweisen.
Zunehmend wurde jedoch in den letzten Jahren Uber das Auftreten serologisch negativer
Provirustrager berichtet (Cockerell und Rovnak, 1988; Naif et al., 1990; Coulsten et al., 1991,
Agerdti et al., 1993; Eaveset al., 1994; Fechner, 1995; Blankenstein, 1996).
Andererseits gab es auch Untersucher, die bel bestimmten Rindern mittels ELISA oder AGID
BLV-AK nachweisen konnten, bei denen der BLV-Provirusnachweis mittels PCR jedoch
negativ verlief (Murtaugh et al., 1991; Jacobs et al., 1992; Popov et al., 1993; Blankenstein,
1996).
Wahrend immer wieder festgestellt wurde, dal3 beim BLV Antigenvarianten und daraus
resultierende AK-Serotypen nicht auftreten (Zajac et al., 1980; Burny et al., 1985; Kassabow
et al., 1991), ist es heute denkbar, dal3 sich beim BLV verschiedene Serovarianten entwickelt
haben und da3 sich im Verlauf der Selektion auf BLV-frele Besténde nur solche
Provirusmutanten durchsetzen konnten, die entweder wenig immunogen wirken oder aber AK
induzieren, die mit herkdmmlichen, diagnostischen BLV-Antigenen der Uber zwei Jahrzehnte
permanent BLV-produzierenden fetalen Lammnieren-Zellinien (Van der Maaten und Miller,
1976), nicht mehr nachgewiesen werden konnen.
Aus diesem Grund wurden Teile der Nukleotidsequenz verschiedener BLV-Isolate und die
daraus resultierende Aminosauresequenz mit dem Ziel ermittelt:
die genetische Distanz verschiedener Isolate in Bezug auf ihre geographische Herkunft zu
vergleichen,
die genetische Distanz verschiedener Isolate in Bezug zum serologischen Status des
Wirtstieres zu setzen,
jene Nukleotide besonders zu betrachten, die direkt als Spleif3donor bzw. -akzeptor oder
Startkodon in wesentliche virale Regulationsmechanismen involviert sind und
die Bedeutung von Nukleotid- bzw. AsVeranderungen fir die RNA- und
Proteinsekundérstruktur darzustellen.
Aufgrund des hohen Arbeits und Kostenaufwandes sind der Ermittlung von
Nukleotidsequenzen viradler Gene fir die Klarung verschiedenster Problemstellungen in der
Veterindrmedizin Grenzen gesetzt. Ziel der Arbeit sollte es daher auch sein, verschiedene auf
dem Sanger-Prinzip (Sanger et al., 1977) basierende Sequenzierungsmethoden hinsichtlich
ihrer Praktikabilitdt und Rentabilitdt miteinander zu vergleichen.
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5.1. Die Sequenzierung von DNA

Unter den verschiedenen, in den letzten Jahren entwickelten Methoden zur Sequenzierung von
DNA haben sich zwel as besonders schnell, zuverlassg und einfach erwiesen: die
Sequenzierung endmarkierter DNA durch basenspezifische chemische Spaltung (chemische
Methode, Maxam und Gilbert, 1977) und die enzymatische DNA-Sequenzierung
(enzymatische Methode, Kettenabbruch-Verfahren; Sanger et al., 1977). Wahrend Sagata et
al. (1985) und Rice et al. (1984, 1985) fur die komplette bzw. nahezu vollsténdige
Sequenzierung des BLV-Genoms die Methode nach Maxam und Gilbert (1977) anwandten,
sequenzierten Coulsten et al. (1990) nach dem Sanger-Verfahren.

Eigene DNA-Sequenzanalysen wurden aufgrund der an unserem Institut vorhandenen
technischen Moglichkeiten ausschliefdich nach dem Sanger-Verfahren (Sanger et al., 1977)
durchgefuhrt. Eine Voraussetzung fur die Anwendung des Kettenabbruchverfahrens ist die
Bereitstellung von ssDNA (Sanger et al., 1977; lbelgaufts, 1990; Singer und Berg, 1992;
Smith und Fuller, 1996). Da sich die Isolierung und Reinigung von ssDNA trotz kommerziell
erhdtlicher Phagen und spezidller Kits as zeit- und arbeitsaufwendig erwies (s. 3.5., S.44,
Meeker et al., 1993), wurde versucht, diesen Schritt durch chemische- bzw. Hitze-
Denaturierung des ds-Templates zu umgehen (s. 3.11.2., S.49). Wahrend Hersteller
kommerzieller Sequencing-Kits (Anonym, 1991,1992,1994a) die Verwendung von ssPhagen-
DNA (s. 3.5., S.44) fir reproduzierbarere und gleichméfidigere Ergebnisse empfehlen, zeigten
die eigenen Untersuchungen keine Unterschiede bei der Anwendung von ss- oder dsDNA.
Daraus 1%t sich schluf¥folgern, dald die Denaturierung des ds-Templates eine echte, Zeit und
Kosten sparende Alternative zur ssDNA-Gewinnung darstellt. Fir Untersuchungen mit dem
T7-Sequencing-System und bel der automatischen Sequenzierung konnten so ausschliefdich
ds-Templates, die erst kurz vor der eigentlichen Sequenzreaktion denaturiert wurden, mit
Erfolg eingesetzt werden (s. 4.2., S.61).

Die Anzahl der pro Reaktionsansatz ablesbaren Nukleotide ist eine Frage der Auflésung, d.h.
der Mdoglichkeit, Molekile der Kettenlange n und n+1 wahrend der Elektrophorese von
einander zu trennen (Wink und Wehrle, 1994). Wahrend Sanger et al. (1977) maxima Ketten
mit einer Lange von 300 Nukleotidresten sequenzieren konnte, erlauben die heute gangigen
Elektrophoresetechniken die Analyse von weit tber 300 Nukleotiden (Singer und Berg, 1992).
In eilgenen Untersuchungen konnten 200->400 Nukleotide mit einer Auftragung von einander
getrennt werden (s. Tab.15, S.62). Ein versetzt angeordnetes Auftragen der Proben und die
Entwicklung besonders langer, schraggestellter oder keilférmiger Gele steigert dabel die
Anzahl der Basen, die von einem einzigen Gel gelesen werden koénnen, erhéht jedoch auch die
Schwierigkeiten und Kosten bei der Herstellung des Gels (Ibelgaufts, 1990; Wink und Wehrle,
1994). Insgesamt erwies sich ein 55 cm langes, vertikales, keilférmiges (0,1-0,6 mm) Gel fir
die Auftrennung von bis zu 450 radioaktiv markierten Nukleotiden innerhalb von ca. 4 h as
geeignet (s. 3.11.2., S.49; Tab.14, S.62). Ein Gel dieser Grofe liefd sich nach einer gewissen
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Einarbeitungszeit problemlos herstellen. Die Anzahl der mit einer Auftragung identifizierbaren
Nukleotide (s.0.) lag damit Uber (Sagner, 1993) bzw. in der von anderen Untersuchern (Singer
und Berg, 1992; Schroder, 1993) ereichten Grofenordnung.

Mit dem ALF DNA-Sequenzierautomaten (Fa. Pharmacia) wurden ca. 250 bp sicher
prozessiert (s. Tab.15, S.62). Damit lielfen sich im Vergleich mit den radioaktiven
Sequenzierungsmethoden zwar bis zu 200 bp weniger analysieren, ein besonderer Vorteil der
automatischen Sequenzierungsmethode lag jedoch in der einfachen Ubernahme der Daten in
das angeschlossene EDV-System. Im Gegensatiz dazu bietet die Anwendung der
autoradiographischen Methoden trotz des Vorhandenseins digitaler Bildscanner (Singer und
Berg, 1992) weniger Moglichkeiten des computergestiitzten Einlesens der Sequenz.

Die Menge der einzusetzenden DNA hangt von verschiedenen Faktoren ab: der Grof3e des
Fragmentes, der Anzahl der Reaktionsschritte und der Erfahrung des Experimentators
(Ibelgaufts, 1992). Etwa 1,5 -2,0 ug dsDNA waren sowohl bei der Methode nach Sommer
(1992) as auch fur die Sequenzierung mit dem T7-Sequencing-Kit (Anonym, 1994c) ideal (s.
4.2., S.61). Nach Angaben des Testkit-Herstellers reichen fir das DNA Cycle-Sequencing mit
dem Hot Tub-System 40 fmol dsDNA (= 0,088 pg PUC Vektor, bzw. 0,1 pg pGemT-V ektor
mit env-Insert) oder 10 fmol ssDNA fir ein exaktes Ergebnis (Anonym, 1991). In eigenen
Untersuchungen konnten jedoch erst ds-Quantitéten ab 0,25 pg erfolgreich eingesetzt werden.
Diese Ergebnisse liegen auch Uber der nach Erkentnissen von Smith und Fuller (1996)
erforderlichen ds-Template-Menge von 0,05 pg bzw. 0,08 pg PCR-Produkt (Barnard et al.,
1994). Als mogliche Ursache dieser Diskrepanz kommen z.B. stérende Zusdize im
Ausgangsmateria und suboptimal e Reaktionsbedingungen in Frage.

Der Einsatz des ALF-Sequenzautomaten (Fa. Pharmacia) macht mindestens 5-10 pg DNA-
Template erforderlich (Anonym, 1994a). Seine Anwendung setzt damit in den meisten Fallen
eine vorherige Vermehrung des zu sequenzierenden Materials voraus. Sowohl bei dieser
Methode as auch beim T7-Sequencing-System zeigte sich jedoch, dal3 der DNA-
Konzentration nach oben kaum Grenzen gesetzt sind.

Die grofXten Schwierigkeiten bereiten bel der Auswertung von Sequenzgelen die sogenannten
"pile-ups’ (Bandenzusammenballungen), die durch Schleifenbildung der DNA und daraus
resultierender Basenpaarung hervorgerufen werden. Auf dem Rontgenfilm ist dann anstelle von
beispielsweise vier separaten aufeinanderfolgenden Guanins an gleicher Position eine dicke
Bande sichtbar (Ibelgaufts, 1990; Schrdder, 1993; Anonym 1994a,c). Aus diesem Grund
wurden ale Reaktionsgemische vor dem Auftragen auf das Polyacrylamid-Sequenzgel in
Gegenwart von Formamid for 2 min auf 100°C erhitzt, um intermolekulare Hybride aus
Primer-Extensionsprodukten und Template-Strang zu denaturieren. Neben diesen
intermolekularen Hybriden kann auch die Ausbildung intramolekularer Hybride das elektrische
Laufverhalten storen und zu einer Bandenkompression fuhren (Wink und Wehrle, 1994).
Diesem Problem wurde durch den Zusatz von Harnstoff zum Polyacrylamid-Sequenzgel
(Ansorge et al., 1978) und der Verwendung von einer wahrend des Gellaufes auf 45°C
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temperierten Glasplatte (Ambartsumyan und Mazo, 1980) entgegengewirkt. Der Hersteller des
Tag-Polymerase Sequencing-Kits (Firma Stratagene, Anonym, 1991) betont die Uberlegenheit
dieses Enzyms gegenilber der T7-Polymerase beim Lesen schwieriger G- und C-reicher
Template-Regionen und Palindromsequenzen. Wenn auch der G- und C-Reichtum des BLV in
keinem Verhdltnis zu dem anderer Viren steht (z.B. Herpes-Viren, Schréder, 1993), so
konnten jedoch innerhalb des untersuchten env-Fragmentes kaum Unterschiede beim Lesen
dieser schwierigen Regionen zwischen den Enzymen Tag-Polymerase (z.B. Methode nach
Sommer [1992], s. 3.11.2., S.49) und T7-Polymerase (T7-Sequencing-Verfahren, s. 3.11.2.,
S.49) festgestellt werden (s.Tab.15, S.62).

Die Spezifitat, die mit der Sanger-Methode erreicht wird, soll generell geringer als mit der
Maxam-Gilbert-Methode sein, dennoch kdnnen gelibte Leser eine Sequenz bis zu 200 bp und
Sequenzierungsautomaten eine Sequenz von bis zu 350 bp mit 99%iger Genauigkeit lesen
(Elder et al., 1986; Koop et al., 1993). Die Fehlerraten beim Lesen eines Stranges nach der
Sanger-Analyse hangen mit segquenzabhangigen Variationen der Kettenabbruch-Frequenz,
Bandenzusammenballungen und der Entstehung kinstlicher Banden zusammen (1belgaufts,
1990). Alle Ergebnisse wurden deshalb durch die Sequenzierung des komplementéren Stranges
(Problemzonen an einem Strang waren auf der Gegenseite oft klar zu lesen) bzw.
Mehrfachsequenzierung Uberprift. Dabei konnte festgestellt werden, dal? die Fehlerrate beim
Lesen weitaus geringer lag as die von Elder et al. (1986) publizierte. Es ist denkbar, dal? die
Verwendung besonders hochauflosender Filme (s. 4.2, S61; Abb.bab, S64) de
Auswertbarkeit steigerten.

Entscheidend fir die Auswahl der Sequenzierungsmethode ist neben den bereits diskutierten
Parametern auch, gerade in der Veterinarmedizin, der notwendige Zeitaufwand und die zu
erwartenden Kosten. Bel einem Vergleich der Kostenhdhe steht die automatische
Sequenzierungsmethode mit Abstand an oberster Stelle. Das ist zum Grofdeil auf die
Anschaffungskosten der Apparatur (ca. 150.000,- DM fur den ALF DNA-Sequenzer der Firma
Pharmacia Biotech) und den hoheren Preis des AutoRead Sequencing-Kits zurtickzufihren.
Das LKB 2010 Macrophor Sequencing-System (Preis ca. 8000,- DM) konnte universell fur die
beschriebenen radioaktiven Sequenzierungsmethoden genutzt werden. Der hdhere Zeitaufwand
(definiert als Zeitraum vom Beginn der Sequenzierungsreaktion bis zum Vorliegen eines
Ergebnisses) bel den angewandten radioaktiven Verfahren ergab sich in erster Linie aus der
Wartezeit wahrend der Exposition des Filmes (Ansorge et al., 1987), die bei dem
durchgefuhrten automatischen, mit Fluoreszensstoff-markierten Primern arbeitenden Verfahren
vollsténdig entfiel. Aus rein materieller Sicht scheint sich damit die Anschaffung eines
Sequenzierungsautomaten nur dann zu lohnen, wenn entweder Untersuchungsergebnisse nach
kirzester Zeit zur Verfigung stehen missen oder aber gewahrleistet ist, dald dieser Automat
gut ausgel astet wird.

Der entscheidende Vortell fluorimetrischer Sequenzierungsmethoden ist der vollsténdige
Verzicht auf jegliche Radioaktivitat und potentielle radioaktive Gefdhrdung. In eigenen
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Untersuchungen wurden hauptsachlich 355 und 32p als radioaktive Marker angewandt (s.
3.11.2., S.49). Dabe ist sowohl nach den Erkentnissen von Autoren, wie Biggin et al. (1983)
und Barnard et al. (1994), as auch nach den eigenen Erfahrungen, der Verwendung von
radioaktiv-markiertem Schwefel Vorrang zu gewahren, denn es entstehen schmalere, klarere
und eindeutigere Banden. Desweiteren stellt radioaktiv-markierter Schwefel aufgrund der
geringeren Eindringtiefe seiner Strahlung ein eher vertretbares gesundheitliches Risiko dar.
Seine Anwendung erlaubte, wegen der im Vergleich zu 32p wesentlich léngeren Halbwertzeit,
eine flexiblere Arbeitseinteilung. Die Verwendung von Hyperfilm amax anstelle von Hyperfilm
MP (s.3.11.4., S.52) ermoglichte auch fir 353 die relativ kurze Expositionszeit von nur 18 h
bei eindeutigem Ergebnis (s. 4.2., S.61; Abb.5ab, S.64).

Versuche von Leitner et al. (1993) zeigten, dal3 die direkte Sequenzierung von PCR-
Produkten weder in Bezug auf Sensitivitét noch Sensibilitdt Nachteile gegentiber klonierten
Produkten aufweist. Der traditionelle Weg, um heterogene Genome zu analysieren, besteht in
der Synthese spezifischer Fragmente, der Ligation dieser Genomabschnitte in standardisierte
Vektoren, der Vermehrung dieser Plasmide in kompetenten Zellen, der Isolierung moglichst
vidler, podtiver, einzelner Klone und der anschlielfenden Anayse des Inserts unter
Verwendung kommerzieller Sequenzprimer (Innes et al., 1988; Leitner et al., 1993). Diese
Prozedur zeigte Nachteile gegentber der Direktsequenzierung, denn jede Klonierung war
aufwendig und zeitraubend. Die sogenannte "Direktsequenzierung” hat den grof3en Vorteil,
dai3 hier die potentielle Fehlerrate gegentiber klonierten PCR-Produkten deutlich geringer ist
(Innes et al., 1988; Leitner et al., 1993). Werden die PCR-Fragmente vor ihrer Sequenzierung
kloniert, so besteht die Moglichkeit, bel der anschlief?enden DNA-Préparation gerade einen
jener Klone zu treffen, dessen DNA eine PCR induzierte DNA-Mutation (die Tag-DNA-
Polymerase weist eine durchschnittliche Fehlerrate von ca. 1:10.000 bzw. 3:10.000 auf [Eckert
und Kunkel, 1991; Willems et al., 1993]) enthdt. Wird jedoch die Gesamtmenge der
Amplifikationsprodukte als Template fur die Sequenzreaktion eingesetzt, so werden die
wahrend der PCR-Reaktion zufdlig falsch eingebauten Nukleotide, statistisch gesehen
ausverdinnt und sind im anschlief3enden Sequenzgel nicht mehr sichtbar (Wink und Wehrle,
1994). Diese algemeinen Beobachtungen bestétigten sich bei der Sequenzierung verschiedener
BLV-env-Klone des Rindes 68. Wie aus Anhang 9.1. (s. S.154) und Tabelle 19 (s. S.75) zu
entnehmen ist, wiesen die Klone 14 und 18 des Rindes 68 ene unterschiedlich
Sequenzabweichung im Vergleich zum japanischen Isolat auf. Da das env-Insert beider Klone
aus der gleichen PCR stammt, kann die Ursache der unterschiedlichen Base an Position 5133
ein Tag-Polymerasefehler sein. Hingegen zeigte der Vergleich von jeweils 533 Nukleotiden
sechs verschiedener, das tax-Fragment (Np 6978-7944) enthaltender Klone des Tieres 6, eine
hundertprozentige Ubereinstimmung zwischen den Klonen (s. 4.6.3., S.94). Neben der
reduzierten Fehlerrate profitierte die Direktsequenzierung von Amplifikationsprodukten auch
von den allgemeinen Vortellen der PCR-Reaktion (Rosenthal et al., 1993) wie: geringer Zeit-
und Materialaufwand, hohe Reinheit (die Amplifikationsprodukte sind frei von stérendem
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zelluldrem Material), Reproduzierbarkeit (konstante Reaktionsbedingungen liefern
Amplifikationsprodukte in gleichbleibender Qualitdt) und hoher Quantitét der spezifischen
Sequenz. In eigenen Untersuchungen konnten maximal Nulkeotidketten von 230 bp direkt
sequenziert werden. Es ist denkbar, dald die Konzentration des Amplifikates zu gering war
und/oder nicht verbrauchte Nukleotide und PCR-Primer auch durch die Reinigung der
Fragmente (s. 3.10.2., S.47) nicht vollstandig entfernt wurden und stérend wirkten.

Um die Schwierigkeiten bel der Sequenzierung von doppelstrangiger PCR-Produkte zu
umgehen, wurde die von Gyllenstein und Ehrlich (1988) beschriebene asymmetrische PCR
durchgefuhrt. Die Sequenz des in Abbildung 5a (s.S.64) gezeigten, nach asymmetrischer PCR
gewonnenen tax-Fragmentes war Uber einen Bereich von 400 bp, die des ”normalen” PCR env-
Fragmentes (s. Abb.5b, S.64) nur Uber einen Abschnitt von 230 bp lesbar. Somit konnte die
Vermutung von Wink und Wehrle (1994), dal3 ein hdherer Anteil einzelstrangiger Templates,
bei insgesamt verringerter PCR-Ausbeute, fur die direkte Sequenzierung von PCR-Produkten
von Vorteil zu sein scheint, bestétigt werden. Damit ist die asymmetrische PCR die Methode
der Wahl, wenn PCR-Produkte direkt sequenziert werden sollen. Aus molekularbiologischer
Sicht stellt die direkte Sequenzierung von PCR-Produkten insgesamt den rationellsten und
sicher auch schnellsten Weg zwischen der Préparation von TemplateeDNA und dem
Auswerten des daraus abgel eiteten Sequenzgels dar (Bevan et al., 1992).

In einem Punktsystem nach Tabelle 14 (S.62) wurden verschiedene Sequenzierungsmethoden
(Methode nach Sommer [1992], Hot Tub DNA-Sequencing-Verfahren, T7-Sequencing,
AutoRead-Sequencing) hinsichtlich Zeitaufwand, Auswertbarkeit und Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse, Anzahl sequenzierter Basen, Kostenfaktor und radioaktiver Gefdhrdung
miteinander verglichen (s. Tab.15, S.62). Die Verwendung des T7-Sequencing-Kit (Fa
Pharmacia) mit radioaktiv markiertem Schwefel erwies sich fir die eigenen Sequenzanalysen
als am besten geeignet. Von besonderer Bedeutung war dabei, dal’ das T7-Sequencing-System
unabhéngig von den verwendeten Sequenzprimern einsetzbar war. Alle einma ermittelten
Ergebnisse konnten reproduziert werden, die Kosten dieses Verfahrens waren im Vergleich mit
den anderen Methoden relativ gering. Die Anwendung des Hot Tub DNA-Sequencing-Systems
erwies sich durch den grof3en zeitlichen Aufwand und die relativ hohe radioaktive Geféhrdung
(s. Tab.15, S.62) als ungeeignet fur die Untersuchungen. Dieses Sequenzverfahren sollte dem
Einsatz bei geringster Menge an Ausgangstemplate vorbehalten bleiben. Die Methode nach
Sommer (1992) erfordert vielfdtige Vorarbeiten fur die Herstellung der ArbeitslGsungen (s.
3.2, S.37). Der dafir notwendige Zeit- und Organisationsaufwand scheint unter den
gegenwartigen Verhaltnissen antiquiert. Das AutoRead-Sequencing-Verfahren erwies sich bei
aler Eleganz, geringstem zeitlichen Aufwand und fehlender radioaktiver Gefdhrdung (s.
Tab.15, S.62) as zu empfindlich gegentiber schwankender Konzentration und Reinheit des
Ausgangsmaterials. Die vom Hersteller des Kits geforderte DNA-Konzentration von
mindestens 1 pg/pl ist im Vergleich mit den anderen Kits 5-10fach hoher (s. 3.11.2., S.49;
Anonym 1992, 1994a,c). Die ungentigende Reproduzierbarkeit der Ergebnisse des AutoRead-



103

Sequencing-Verfahren (Punktwert 3 in Tab.15, S.62) kann ihre Ursache in der zu geringen
Quantitdt bzw. Qualitét der Template-DNA einerseits und der Empfindlichkeit des Systems
gegenuiber universellem Primereinsatz andererseits haben. Dennoch bleibt die automatisierte
Sequenzierung von DNA aufgrund des geringen personellen Aufwandes und der Méglichkeit
einer schnellen und korrekten Umwandlung der ermittelten Sequenz in digitale Signale
insbesondere fir ,,large-scal € -Sequencing-Projekte (Ansorge et al., 1987; Innes et al., 1988;
Koop et al., 1993) die zukunftstrachtigste Methode.

Anhand der geschilderten Ergebnisse 183t sich zusammenfassend feststellen, dal3
sich das T7-Seguencing-Verfahren hinsichtlich Rentabilitét und Praktikabilitét far die
eigenen Untersuchungen as das geeignetste erwies (bel relativ geringem Materia- und
Kostenaufwand konnten Primer universell eingesetzt werden und somit die verschiedenen
Abschnitte des BLV-Genoms mit 100%iger Reproduzierbarkeit analysiert werden),
die direkte Sequenzierung asymmetrischer PCR-Produkte aus molekularbiologischer Sicht
den rationellsten und sicher auch schnellsten Weg zwischen der Préparation von Template-
DNA und dem Auswerten der daraus abgel eiteten Sequenz darstellt,
eine automatisierte Sequenzierung von DNA die Methode der Zukunft sein wird.

5.2. Vergleichende Untersuchungen zum Nachweis einer BLV-Infektion mittels AGID,
ELISA, Leukozytenkurzzeitkultur und PCR

Die Tabelle 13 (S.59) zeigt eine Gegenuiberstellung der AGID-, ELISA- und PCR-Ergebnisse
zum Nachweis von BLV-AK bzw. BLV-Provirus von 37 Rindern deutscher Herkunft. Diese
Tiere konnten anhand ihres serologischen Status und Provirusgehaltes in vier Gruppen
eingeteilt werden (Tab.13, S.59). Drei Probanden (8%) zeigten, bei standig negativem AGID,
im ELISA fragliche Ergebnisse. Moglicherweise handelt es sich bel diesen Rindern um
schwache Seroreagenten, deren AK-Spiegel an der Sensitivitétsgrenze des ELISA liegt.
Derartige Falle wurden auch von Straub et al. (1980) beschrieben. Insbesondere das Tier 134
war schon im Vorfeld der Untersuchungen durch fragliche und positive ELISA-Resultate
hervorgetreten (Blankenstein, 1996; Mewes, 1996). Fur diese Problemtiere erwies sich die
PCR a's geeignet, fragliche serologische Befunde abzukl aren.

Die Tabelle 13 (S59) verdeutlicht, da3 von 24 der 37 untersuchten Rinder (65%)
Ubereinstimmende Ergebnisse der serologischen Untersuchung und des Provirusnachweises
mittels PCR vorlagen (davon 14 Tiere [38%] Ubereinstimmende negative, 10 Tiere [27%)]
Ubereinstimmende positive Ergebnisse). Weitere 10 Probanden (27%) wiesen im ELISA und
soweit untersucht auch im AGID negative, in der PCR jedoch positive Resultate auf. Dieses
Ergebnis liegt Gber den Erkenntnissen anderer Untersucher, die 6,5% (Jacobs et al., 1992), 5%
(Agresti et al., 1993) bzw. 11,4% differente Befunde erhielten. Eine mogliche Ursache fir die
gegenuber den anderen Untersuchern ermittelte hohere Diskrepanz ist in der Auswahl des
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Tiermaterials zu sehen. Alle seronegativen Provirustrager (s. Tab.13, S.59; s. 3.1.1., S.35)
entstammten Bestanden, in denen seit 1986 (Bestand 1) bzw. 1990 (Bestand 2) keine BLV-AK
mehr nachgewiesen werden konnten bzw. Tiere nach einem positiven AK-Befund sofort
gemerzt wurden. Damit konnte von seronegativen Befunden ausgegangen werden.

Wie jedoch 18/% sich das Auftreten serologisch negativer Provirustréger erklaren? Auf der
einen Seite wird Uber das Vorkommen einer intrauterin erworbenen Immuntoleranz bei einem
im Uterus infizierten Nachkommen einer BLV-positiven Mutter berichtet (Beier, 1996; Straub,
1996). Andererseits konnte es sein, dald der Provirusnachweis zu einem sehr frihen
Infektionszeitpunkt erfolgte, an dem das betroffene Tier noch keine BLV-AK entwickelt hatte
(Burkhardt et al., 1991). Wahrscheinlicher ist, da® sich in den ostdeutschen Besténden
schwach immunogene Virusmutanten etablieren konnten (BLV-Virusselektions-Hypothese).
Die BLV-Selektionsprogramme in Deutschland begannen mit der Aussonderung von AGID-
positiven Tieren (Wittmann, 1993). Spéter wurde der sengitivere ELISA fur die
Bekdmpfungsprogramme genutzt. Damit wéare es theoretisch auch mdglich, da3 im
Zusammenwirken mit anderen Bekampfungsprogrammen die Rinderpopulation auf
immunologisch schwache Reagenten selektiert wurde (BLV-Wirtsselektions-Hypothese).
Von den in der LKK untersuchten Tieren (s. 4.7., S.94) konnte nur im ZKU der LKK von den
seropositiven Tieren mittels ELISA (ZKU-ELISA) eine AG-Expression nachgewiesen werden.
Gleichzeitig wurde bei den genannten Tieren die Expression BLV-spezifischer Proteine nach
Untersuchung des Uber die LKK gewonnenen Zellpellets auch mittels Western-Blot-Analyse
gezeigt. Die seronegativen Probanden 273 und 324 (s. Tab.13, S.59) wiesen schwache Banden
bei 51 kDa auf. Da sich Banden gleicher Intensitét auch an anderen Positionen ausbildeten, ist
ihre Spezifitét nicht eindeutig geklart. Ein aleiniges Auftreten von gp51-Banden (bei Fehlen
der p24-Bande) konnte entweder auf eine niedrige Expression des BLV in der LKK, auf die
Integration inklompletter Viren (Burny et al, 1980; Van den Broeke et al., 1988; Willems et
al., 1995b) oder auf das Vorhandensein intrazellulérer Hemmechanismen (Gupta und Ferrer,
1982; Gupta et al., 1984) schlief3en lassen. Bei alen anderen seronegativen Provirustrégern
konnte keine virale Expression nachgewiesen werden, was bel den betroffenen Zellen in vivo
mit einem Selektionsvorteil einhergehen konnte (Willems et al., 1995b).

Ungewohnlich schien das Ergebnis des fehlenden AG-Nachweises des Tieres 2 (s. Tab.31,
S.95). Bei diesem Uber Jahre im ELISA und AGID BLV-seropositiven Tier konnte nach LKK
in der Bundesforschungsanstalt fur Viruskrankheiten der Tiere in Tubingen keine
Virusexpression nachgewiesen werden. Da zu diesem Zeitpunkt auch der BLV-
Provirusnachweis in peripheren Blutlymphozyten mittels PCR negativ verlief (Blankenstein,
1996), kann méglicherweise davon ausgegangen werden, dal erst jetzt (das Tier zeigt seit
1996 stabil positive PCR-Befunde) die Immunabwehr des Tieres soweit geschwécht ist, dal3
das Virus in der Blutbahn zirkulieren kann. Interessant wére es, solche PCR-negativen Tiere
auf das Vorhandensein von Virus in Lymphknoten und Milzzellen zu untersuchen (Edgington,
1993; Klintevall et al., 1994).
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Insgesamt ist die LKK as Mittel zur Diagnostik der eRL aufgrund der dem ELISA
gleichzusetzenden Sensitivitét (Klintevall et al., 1994) und vor alem ihres wesentlich hoheren
Arbeitsaufwandes wegen (s. 3.13, S55; 3.14., S56) nicht zu empfehlen. Sie bleibt
wissenschaftlichen Untersuchungen zum Nachweis replikationskompetenter Viren vorbehalten
(Kuzmak, 1993Db).

Als Zufalsbefund ist das Auftreten von Thellerien in der LKK des Tieres 324 zu werten (s.4.7.,
S.94). In Europa kommt insbesondere Trypanosoma theileri (T. theileri) vor. Etwa 66% der
deutschen Rinder sind davon befalen. Vektoren sind Tabaniden und Schildzecken, die
Ubertragung erfolgt oral (ZerbeiRen der Vektoren) oder durch Zeckenstich. In der Regel wird
T. theileri als apathogen angesehen (Rommel, 1992). Hingegen lassen Mitteilungen von Ward
et al. (1984) sowie Liggert und Goldsmith (1986) eine gewisse Pathogenitét vermuten. So soll
nach vorausgegangener Immunisierung gegen virae Infektionskrankheiten T. theileri Verluste
an Rindern verursacht haben. Auch Uber Todesfédle bei trachtigen Kihen und intrauterin
infizierten Kébern wird berichtet. Versuche von Miller et al. (1969) zeigten, dal3 sie vor allen
in LKK von Tieren mit Lymphosarkomen und Tieren mit persistierender Lymphozytose
nachgewiesen werden konnten.

Zusammenfassend &% sich aus den vergleichenden Untersuchungen zum Nachweis einer
BLV-Infektion mittels AGID, ELISA, LKK und PCR an 37 Rindern erkennen, daf3
nur bei starken Seroreagenten stabile positive ELISA- und AGID-Befunde zu erwarten
sind,
es innerhalb der einheimischen Rinderpopulation einen Anteil seronegativer Provirustrager
gibt,
eine Erklérung dafir in der Selektion auf besonders schwach immunogen wirkende Viren
(BLV-Virusselektions-Hypothese) oder aber auf immunologisch schwach reagierende
Rinder (BLV-Wirtssel ektions-Hypothese) zu suchen i,
der ELISA dlein trotz seiner hohen Praktikabilitédt und Rentabilitét nicht die einzige
Methode fur BLV-Sanierungsprogramme sein kann, da mit dem Auftreten seronegativer
BLV-infizierter Tiere gerechnet werden mul3,
andererseits die PCR den ELISA nicht generell ersetzen kann, da auch die Konstellation
eines positiven AK-Nachweises bei negativem Provirusnachwels in peripheren
Blutlymphozyten beriicksichtigt werden mulf3,
die PCR gerade in der Phase der Endsanierung die Moglichkeit bietet, schwache
Seroreagenten zu erkennen und somit den Sanierungserfolg zu verbessern und
Neuausbriichen vorzubeugen.
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5.3. Untersuchungen im LTR-Bereich des BLV

Die LTR-Region des BLV enthélt die fur die virale Integration, Replikation und Transkription
entscheidenden Sequenzen (Sagata et al., 1984a). Das Vorhandensein konservativer Regionen,
wie den inversen Repeats, dem cap-site sowie der CAT- und TATA-Box, machen diese Region
Zu einem besonderen Forschungsgegenstand.

Aus diesem Grund wurden 23 Probanden (s. Tab.13, S.59) in der LTR-PCR getestet und
mittels Restriktionsenzym- und Sequenzanalysen nadher charakterisert. Alle inserthaltigen
Klone der genannten Tiere entsprachen in der Restriktionsenzymanalyse (s. Abb.7a-b und 8a-c,
S.66-67) dem Erwartungsmuster des japanischen Isolates (s. Tab.16, S.66). Eine
entscheidende Ausnahme bildete das Pvull-Spaltergebnis der inserthaltigen Klone des Tieres
134 (s. Abb.8b, S.67). Das Entstehen der 700 bp grof3en Bande anstelle der erwarteten 500
und 210 bp grofRen Banden lield auf das Fehlen der fur das japanische Isolat beschriebenen
beiden Pvull-Spaltorte (s. Tab.16, S.66) schlieffen. Da die Enzyme Pstl und Bgll keinen
Spaltort im Fragment selbst besitzen (s. Tab.16, S.66), kann das Entstehen der nach der
Restriktionskarte des japanischen Isolats erwarteten Spaltfragmente lediglich ein Hinweis auf
das Vorhandensein eines Inserts in Grof3e eines LTR-Fragmentes ein. Die dargestellten
Ergebnisse lassen jedoch den Schiuf? zu, dafd sowohl zwischen dem untersuchten serologisch
fraglichen Tier 134 und den untersuchten serologisch negativen Tieren (s. 4.3.2., S.66) as
auch zwischen dem Provirus des Tieres 134 und dem japanischen Isolat (Sagata et al., 1984a)
Unterschiede in der L TR-Sequenz bestehen.

Anhand von Sequenzanalysen der LTR-Region (s. 4.3.3., S.68) lief3en sich die ermittelten
Spaltergebnisse nicht erklaren, da die dargestellten Sequenzen (s. Abb.10a-b, S.70) keinem der
bekannten BLV-Isolate, bzw. der RSV-LTR, dem BIV oder dem pGemT-Vektor selbst
zugeordnet werden konnten. Es ist denkbar, dald die ermittelte Nukleotidfolge dem bovinen
Genom entstammt und somit die klonierten PCR-Fragmente zumindest teilweise durch
unspezifisches Primerannealing entstanden sind (Anonym, 1994c). Das nuklegre bovine Genom
besteht aus ca. 3 Milliarden bp, der Stand der Kartierung des Rindergenoms ist im Vergleich
zum menschlichen Genom noch gering (Brade, 1996). Ein Vergleich der ermittelten Sequenz
mit dem bovinen Genom ewies sich deshadb as nicht durchfUhrbar. Jingste
Veroffentlichungen (Fries et al., 1993; Barendse et al., 1994; Bishop et al., 1994) zeigten die
enormen Bestrebungen bei der genetischen und physischen Kartierung des bovinen Genoms.
Der Vermutung der Herkunft der ermittelten Sequenzen aus dem bovinem Genom
wiedersprechen die exakte GrofRe der PCR-Fragmente sowie die Ergebnisse der
Restriktionsenzymanalysen.

Das Spaltmuster des nach Ligation eines LTR-Fragmentes des Tieres 574 entstanden
Plasmides (s. Spur 10 in Abb.8c, S.68) deutet auf einen Mischklon bzw. eine unvollsténdige
Spaltung hin.
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Auch die Autoradiographie (s. Abb.11, S70) l&% das Vorhandensein mehrerer sich
Uberlagernder Sequenzen vermuten, die eine Auswertung unmoglich machten. Es ist denkbar,
dald es sich dabel um enen Teil des bovinen Genoms (nach unspezifischer Bindung des
verwendeten Primers, s.0.) und des BLV-Genoms handelte, welche sich nicht von einander
trennen liefRen. Dieses Bild entstent z.B., wenn ein Bakterienklon zwel Plasmide mit
unterschiedlichen Genomabschnitten enthét.

Diein der PCR verwendeten Primer lief3en sich problemlos fir die Sequenzierung der LTR des
HU-Klons (s. 3.1.2., S.37) verwenden. Dabei konnten zwei Substitutionen im Vergleich mit
dem japanischen Isolat ermittelt werden (s. 4.3.3., S.68), davon eine in unmittelbarer Nahe des
env-Spleifortes an Np 303-311 (Sagata et al., 1985d). In Expressionsversuchen zeigten
Wagner et al. (1995), dal3 sowohl die LTR des japanischen Isolates, als auch die FLK-BLV-
LTR voll funktionsféhig sind. Daher kann vermutet werden, dal? die ermittelten Substitutionen
funktionell wenig bzw. nicht bedeutsam sind. Diese Vermutung wird durch die Tatsache, dal3
diese Veranderungen auch fir die Ausbildung der Haarnadelstruktur (welche unbedingt
notwendig ist, um poly(A)-Signal und poly(A)-site einander zu néhern [Sagata et al., 1984a))
ohne Bedeutung bleiben, bestétigt (s. Abb.9, S.69). Nach Couez et al. (1984) kann die LTR
ihre biologische Funktion nur deshab erflllen, weil sie, abgesehen von enigen bedeutenden
Strukturen und Signalen, relativ tolerant gegentiber der genetischen Drift ist. Untersuchungen
von Willems et al. (1993), nach denen die Mutationsrate fir die BLV-LTR 0,034% pro Jahr
betragt und damit weit Uber der des env-Gens (0,009% pro Jahr) liegt, bestdtigen die
Notwendigkeit dieser , Toleranz”.

Aus den dargestellten Untersuchungsergebnissen der BLV-LTR &% sich zusammenfassend
feststellen, dai
die Restriktionsenzymanalysen der LTR-Amplifikat-haltigen Klone der untersuchten
serologisch negativen Tiere ein vollstandig mit dem japanischen Isolat Ubereinstimmendes
Spaltmuster ergaben,
das Ergebnis der Pvull-Spaltung des LTR-Amplifikates des serologisch fraglichen Tieres
134 Unterschiede zu dem serologisch negativer Tiere und dem japanischen Isolat aufwies,
die Sequenzierung der FLK-BLV-LTR und der Sequenzvergleich mit dem japanischen
Isolat darauf hindeuten, dald trotz unterschiedlichster biologischer und geographischer
Herkunft starke Sequenzhomol ogien bestehen,
Veranderungen der FLK-BLV gegeniber dem japanischen Isolat auf strukturell wenig
bedeutsame Sequenzabschnitte beschrankt blieben.
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5.4. Untersuchungen von PCR-Fragmenten aus der env-, tax- und pol-Region
verschiedener BLV-Isolate

Seit der Entdeckung der exogenen Natur des BLV wurden verschiedene BLV-Varianten
identifiziert und beschrieben (Rice et al., 1984,1985; Sagata et al., 1985a; Coulsten et al.,
1990; Mamoun et al., 1990; Molteni et al., 1996) und im molekularen Vergleich festgestellt,
dai3 sich die integrierten Proviren von einander unterscheiden.

Jedes in die Untersuchungen eingeschlossene Rind wurde in der PCR getestet. War der
Provirusnachweis im env-Bereich positiv, folgte die Untersuchung des tax- und pol-Bereiches.
Dabei gelang es nicht immer (s. Tab.13, S.59), von den in der env-PCR positiven Tieren auch
ein pol- oder tax-Amplifikat zu synthetisieren. Die Ursache des fehlenden Provirusnachweises
bei den restlichen Tieren kann an der gegenuber der env-PCR geringeren Sensitivitdt der
Untersuchung liegen. Mdglich ist jedoch auch, dal3 die in Anlehnung an die Nukleotidsequenz
des japanischen Isolates erstellten Primer, aufgrund genetischer Unterschiede, keine
Kompatibilitdt zu den Proviren der untersuchten Tiere besalRen. Ahnliche Erfahrungen
beschrieben Marsolais et al. (1994) bei der Untersuchung kanadischer Rinder auf BLV-
Feldvirus. Eine weitere Erklarung fir den fehlenden Virusnachweis mittels tax- und pol-PCR
besteht im Vorhandensein inkompletter Proviren (Kettmann et al., 1979; Van den Broeke et
al., 1988; Willemset al., 1995) in den untersuchten Tieren.

Die Restriktionsenzymanalysen klonierter und nicht klonierter BLV-env-Fragmente zeigten
deutlich die auch von Coulsten et al. (1990), Mammoun et al. (1990) und Molteni et al. (1996)
beschriebene Divergenz zwischen den Provirusisolaten unterschiedlicher Herkunft. So [&3% das
Dral-Spaltergebnis (s. Abb.13, S.72) auf das Fehlen des im japanischen Isolat an Np 5425
vorhandenen Spaltortes bel dem seropositiven Tier 41335 schlief3en, wahrend das Provirus des
seronegativen Tieres 167 wie erwartet (s. Tab.17, S.71) spaltet. Die Ahnlichkeit des Tieres
167 zum japanischen Isolat verdeutlicht auch das Ergebnis der Pvull- und Bgll-Spaltung in den
Abbildungen 14b bzw. 15 (s. S.73). Aus den Restriktionsenzymanaysen des env-Bereiches
(aus den Spaltuntersuchungen im pol-Bereich lassen sich keine Schluf¥folgerungen ziehen, da
die verwendeten Enzyme im pGemT-Vektor selbst spalteten) kann gefolgert werden, dali’ die
analysierten Rinder unterschiedliche BLV-Proviren enthielten. Um diese Erkenntnisse zu
untermauern, mufte die provirale DNA auf molekularer Ebene weiter untersucht werden.
Dazu wurden 443 bp des env-Gens sowie Teile des pol- und tax-Gens sequenziert, die
Ergebnisse in den Anhangen 9.1. (s. S.154), 9.3. (s. S.165) und 9.5. (s. S.169) wiedergegeben
und einander gegenuibergestellt (s. Tab.19, S.75; Abb.16, S.77). Es wird ersichtlich, dal? die
Isolate BEL, M2, M3, 2, 6869, 15313 und 41335 eher dem belgischen, als dem japanischen
Isolat dhnelten. Die Isolate AST, FLK, 68-14, 68-18, 167 und 574 verhielten sich kontrér. Die
Proviren der Tiere 45 und 134 besal3en mit dem australischen Isolat die hochste
Ubereinstimmung. Damit gehoren ale seropositiven Tiere, mit Ausnahme des Rindes 45 (s.
Tab.13, S.59), zu der von Mamoun et al. (1990) konstruierten europdischen Subgruppe, die



109

seronegativen  (in - Ubereinsimmung mit den Ergebnissen von Fechner, 1995) zur
japanisch/amerikanischen Subgruppe.
Die eigenen Sequenzuntersuchungen im env-Bereich weisen auf die Existenz von

zwei BLV-Provirusmutanten serologisch negativer Tiere (BLV-D)

zwel BLV-Provirusmutanten serologisch fraglicher Tiere (BLV-D'/ *

)

vier verschiedenen BLV-Provirusmutanten serologisch positiver Tiere (B LV-D+) hin.
Auch im pol- und tax-Bereich (s. Anhange 9.3., S.165 und 9.5., S.169) zeigten sich deutliche
Unterschiede in den Nukleotidsequenzen seronegativer Tiere (68, 574) und seropositiver Tiere
(6, 15313). Insgesamt dhnelten die seropositiven Tiere mehr dem belgischen Isolat (Riceet al.,
1984,1985) und die seronegativen Tiere mehr dem japanischen Isolat (Sagata et al., 1985a).
Zusammen mit den Ergebnissen aus der Anayse des tax-Bereiches und dem Vergleich von
seropositiven und seronegativen Tieren (Tier-Nr. 6, 15313 bzw. 574) lief3 sich das
Vorhandensein von BLV-D - und BLV-D"-Mutanten vermuten.
In den vergangenen Jahren wurde von verschiedene Autoren die grof3e genetische Variabilitét
der Retroviren betont (Temin, 1961; Katz und Skalka, 1990; Coffin, 1992). In diesem
Zusammenhang stellten Mamoun et al. (1990) 6% Variabilitdt im env-Gen von 7
verschiedenen BLV-Isolaten fest. Gleichzeitig zeigten Untersuchungen von Willems et al.
(1995b), dal3 zumindestens fur den env- und LTR-Bereich des BLV asymptomatisch infizierter
Tiere, von einem volligen Fehlen genetischer Variationen innerhalb eines Tieres tber mehrere
Monate auszugehen ist. In Ubereinstimmung mit Portetelle et al. (1989a), Coulston et al.
(1990), Mammoun et al. (1990) und Molteni et al. (1996) bestétigten die eigenen
Untersuchungen, dal3 das env-Gen nur eine geringe Neigung zu Sequenzvariationen besitzt
(maxima 14 Abweichungen auf 444 bp zum japanischen Isolat [3,4%], s. Tab.20, S.76). Bei
keinem der untersuchten Isolate konnten im Vergleich mit dem japanischen oder belgischen
Isolat Nukleotiddeletionen oder -insertionen beobachtet werden. Desweiteren bestétigen die
eigenen Untersuchungen, dal3 gerade im gp51-Bereich Veranderungen der As-Sequenz sehr
begrenzt sind (Coulston et al., 1990). Nur in maximal 10% fihrten Anderungen der
Nukleotidsequenz im env- oder pol-Breich auch zu Anderungen der As-Sequenz (s. Tab.23,
S.83; Tah.27, S. 89; Coulsten et al., 1990; Mamoun et al., 1990). Im Gegensatz dazu zeigt die
Tabelle 30 (s. S92) fur den untersuchten tax-Bereich, da? bis zu 50% der
Nukl eotidveranderungen eine Anderung der kodierten As bedingten.
Die Sequenzvariationen der verschiedenen Isolate im gp51-Bereich betreffen in erster Linie die
Konformationsepitope F, G und H (Mamoun et al., 1990). Das F-Epitop wird durch die As
95, das H-Epitop durch die As 56 und 58 der env-As Sequenz determiniert (Mamoun et al.,
1990). Die As 95 wird durch die Nukleotide 5106-5108 der env-Sequenz kodiert. Innerhalb
dieses Bereiches zeigten ale untersuchten Isolate das gleiche Sequenzbild (s. Anhang 9.1,
S.154). Die das H-Epitop charakteriserenden As befinden sich nicht im untersuchten
Sequenzbereich. Geht man davon aus, dafd die As 48, 73, 74 und 121 der env-As-Sequenz das
Epitop G darstellen kénnen (Mamoun et al., 1990), so erfaldte der untersuchte env-Bereich die
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As-Position 121 (kodiert durch das Triplett von Np 5181-5183) der env-Sequenz. An dieser
Stelle wiesen die Tiere 6869, 15313, 41335 und 2 (s. Tah.19, S.75) sowie das belgische und
zwei von Mamoun et al. (1990) untersuchten Isolate Nukleotidabweichungen auf, die zu einem
Austausch der As Arginin gegen Histidin fuhrten (s. Tab.24, S.84; Anhang 9.2., S.162).
Daraus lief3e sich die Vermutung ableiten, dal? es sich bel den Tieren 15313, 41335 und 2 um
BLV-Mutanten handelt, die das Epitop F besitzen, denen das Epitop G jedoch fehlt. Auch dem
von Molteni et al. (1996) beschriebenen BLV-Isolat (BLV-12) fehlte dieses Epitop. Aussagen
Uber das Epitop H lassen sich anhand der eigenen Untersuchungen nicht treffen. Eine GF'-
Mutante gehdrt nach der Einteilung von Mamoun et al. (1990) zur europdischen BLV-
Subgruppe. Da die genannten Epitope das Ziel natlrlicher, neutraliserender AK sind, ist
gerade ihre Veranderung von entscheidender Bedeutung fur den Infektionsprozess und die
Frage der Entstehung von Immuntoleranzen (Molteni et al., 1996). Bruck et al. (1984a)
testeten die antigenetische Stabilitdt der verschiedenen gp51-Epitope. Auch sie kamen zu der
Feststellung, dal3 in der selben geographischen Region genetische Variationen in den
bedeutenden Abschnitten des gp51 bestehen.

Coulsten et al. (1990) beschrieben die pol- und env-Region ihres BLV-Isolats nach einem
Vergleich mit anderen Isolaten (Riceet al., 1984,1985; Sagata et al., 1985b) als gleichermalien
konservativ. Die eigenen Sequenzanalysen bestétigen diese Feststellung. So ergaben sich im
pol-Bereich, nach enem Vergleich mit dem japanischen Isolat, maxima 23
Nukleotidsubstitutionen bei 673 verglichenen Nukleotiden (Tier 15313, s. Tab.26, S.88). Die
Variationsrate betrégt demnach 3,5% im pol-Bereich und ist damit dhnlich der Rate im env-
Gen. Die DNA-Sequenz des untersuchten pol-Bereichs (Np 4100-4900; s. Anhang 9.3., S.165)
umfaldt das 3"Ende dieses Gens, welches nach Goff et al. (1981) und Sagata et al. (1985b) die
virale Integrase kodiert. Die in Tabelle 27 (s. S.89) und Anhang 9.4. (s. S.169) dargestellten
As-Abweichungen der Tiere 68 und 15313 im Vergleich zum japanischen (bzw. belgischen und
australischen) Isolat zeigen die groRere Ahnlichkeit des serologisch positiven Tieres 15313
zum belgischen Isolat. Geht man davon aus, dal3 die Integrase fur die Integration des BLV und
damit fdr eine produktive Infektion Uberhaupt verantwortlich ist (Hippenmeyer und
Grandgenett, 1984; Quinn und Grandgenett, 1988), konnten Expressionsversuche die
Bedeutung der gezeigten As-Unterschiede erkl&ren. Dabel muf3 berticksichtigt werden, dal3 die
ersten endstdndigen 5-12 bp invertierten Repeats an den Enden der LTR as spezielle
Erkennungssignale fir Integrationsenzyme von Bedeutung sind (Panganiban und Temin, 1983;
Colicdli und Goff, 1988). In der Literatur ist die Bedeutung von BLV-pol-Mutationen auf die
Integraseaktivitét bisher nicht beschrieben, wenngleich Untersuchungen von Willems et al.
(1993b) zeigten, dal3 eine BLV-Mutante mit einer weitreichenden Deletionen in der zweiten
Hélfte des pol-Gens fur Schafe nicht infektios ist. Nach Untersuchungen von Goff et al. (1981)
fUhrten Mutationen am 3'Ende des pol-Gens anderer Retroviren, neben der bis 100fach
verminderten Integrationfahigkeit der Viren, auch zu einer Abnahme der Produktion viraler
Partikel und einer verminderten Spaltung des gag-pol-Precursor-Proteins.
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Von entscheidender Bedeutung fir das Transaktivierungspotential des tax-Proteins sind die As
157-197 sowie die, vom Vorhandensein verschiedener Cystein- und Histidin-Reste abhdngende
und die indirekte Bindung von tax an die DNA unterstiitzende Herausbildung der Zink-Finger-
Struktur (s. 2.2.3., S.17 und Abb.9, S.69; Willemset al., 1992c). Dadiein Tabelle 29 (s. S.91)
beschriebenen Nukleotidabweichungen verschiedener BLV-Isolate gegentiber dem japanischen
Isolat nicht jene Tripletts erfassen, die fur die Kodierung der entscheidenden Cystein- und
Higtidin-Reste verantwortlich sind, ist anzunehmen, dal3 die Herausbildung der Zink-Finger-
Struktur nicht beeinfluf®t wird. Auch die zweite, fur die Funktionsfahigkeit des tax-Proteins
entscheidende Doméne (As 157-197), erwies sich fir die untersuchten und mit dem
japanischen Klon verglichenen Isolate as konservativ (s. Anhang 9.6., S.172). Unter
Berticksichtigung der Tatsache, dal3 nur das Provirus des Probanden 6 Uber den gesamten
Bereich (As157-197) untersucht wurde (s. Tab.28, S.91) ist nur eine, in Ubereinstimmung mit
dem belgischen Isolat vorhandene As-Abweichung zum japanischen Isolat (s. Anhang 9.6.,
S.172) auffélig. Geht man davon aus, dal3 das tax-Protein des japanischen Isolates prinzipiell
in der Lage ist, die Antigen-Produktion BLV-infizierter Zellinien zu steigern (Wagner et al.,
1995), konnten As-Abweichungen zum japanischen Isolat diese Funktion veréndern.
Experimentell mufdte daher parallel das Transaktivierungspotential verschiedener BLV-Isolate
Uberpriift werden. Die mdgliche Bedeutung einer einzigen As-Substitution zeigten
Untersuchungen im gp30 des BLV (Willemset al., 1993b). Die von diesen Autoren induzierte
Mutation zerstorte vollstandig das Infektionspotential des BLV fur Schafe. Andererseits
zeigten die genannten Autoren, dald selbst das vollsténdige Fehlen des XllI-Gens die
Infektiositét des BLV nicht beeintrachtigt.

Die Bedeutung des Auftretens bestimmter Genom-Mutationen fur die Entstehung von
Tumoren liel3 sich in unseren Untersuchungen nicht verfolgen, denn leukotische
Verdnderungen werden auf den Schlachthdfen oftmals als Zufallsbefunde oder spontane
Rinderleukose bewertet. In keinem Fall war es moglich, die selektierten Probanden in den
Normal- oder Krankschlachtungseinrichtungen vom zusténdigen Personal gezielt auf Leukose
untersuchen zu lassen, oder von leukotisch veranderten Schlachtkorpern Material fir
serologische Untersuchungen sowie den Provirusnachweis zu erhalten. Insbesondere bei jenen
Tieren, die sich jahrelang unaufféllig verhielten und dann plétzlich AK (z.B. Tier 44, 45; s,
3.1.1., S.35) und z.T. leukotische Verénderungen (z.B. Tier 590) aufwiesen, ware es von
Interesse, auch das in die tumorés entarteten Zellen integrierte BLV-Provirus auf eventuell
stattgefundene Mutationen zu untersuchen. Unklar ist, ob die untersuchte Provirusmutante
BLV-D" des Tieres 15313 zur Entstehung einer tumordsen Leukose gefuhrt hat. Denkbar ist,
dald ein einzelnes Virus mutiert ist und die maligne Zelltransformation hervorgerufenen hat.
Somit wére es nicht ausgeschlossen, Unterschiede zwischen dem untersuchten Provirus dieses
Rindes und aus Tumorgewebe isolierten BLV-Proviren zu finden. Nach Kettmann et al. (1985)
ist das BLV-Genom in Tumorzellen oftmals partiell deletiert.
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Biologisch besonders bedeutsame Sequenzbereiche, wie Spleil3donoren und -akzeptoren
(Snger und Berg, 1992) erwiesen sich im gesamten Untersuchungsbereich as hoch
konservativ (s. 4.5.3., S.88 und 4.6.1., S.91). Lediglich in der N&he des Startkodons des env-
und XlI-Leserahmens befand sich eine Veranderung in der DNA-Sequenz des Provirus
tragenden Tieres 15313 und des belgischen Isolates im Vergleich mit dem japanischen und
australischen Isolat sowie dem des Tieres 68. Wenngleich diese unterschiedliche
Nukleotidsequenz zu einer deutlichen Anderung der RNA-Sekundarstruktur fihrte (s.
Abb.21a-b, S.87), die die Transfektioneffiziens beeinflussen kénnte, so schien sie im konkreten
Fall ohne Bedeutung fir den serologischen und klinischen Status des Tieres 15313 zu sein,
denn in Ubereinstimmung mit dem japanischen und australischen Isolat war das Tier
seropositiv und entwickelte Tumoren.

Ein interessanter Aspekt ergab sich aus dem Vergleich des aus Baden-Wirttemberg
stammenden seropositiven Tieres 2 mit den aus Ostdeutschland stammenden, seropositiven
Rindern (Tier 45, 6869, 15313). Alle Tiere zeigen ein sehr dhnliches Sequenzmuster und nur
zwei der 10 Abweichungen des Tieres 2 zum japanischen Isolat snd nicht mit den
Abweichungen der ostdeutschen Rinder identisch (Tab.19, S.75). Waeiterfuhrende
Untersuchungen waren erforderlich, um auch in den westlichen Bundesl&ndern seronegative
Provirustrager zu ermitteln, ihre DNA-Sequenz zu analysieren und mit der ostdeutscher
seronegativer Rindern zu vergleichen.

Die eigenen Untersuchungen der FLK-BLV zeigten, da3 sich die in unserem Institut
passagierte Sublinie 44 von anderen BLV-Isolaten unterscheidet (s. Anhange 9.1., S.154 und
9.5, S.169). Diese FLK-BLV wurde im env- sowie tax-Bereich partiell analysiert. Ein
Vergleich mit der von Mamoun et al. (1990) sequenzierten FLK-BLV im env-Bereich von Np
5099-5542 ergab eine 100%ige Ubereinstimmung (Tab.19, S.75; Abb.16, S.77), wahrend im
Ubrigen Untersuchungsbereich zwel zu As-Verénderungen fuhrende (s. Anhang 9.2., S.162)
Nukleotidsubstitutionen zu beobachten waren. Ahnliche Ergebnisse ergab der tax-
Sequnzvergleich zwischen der FLK des BLV-HU1-Klons (s. 3.1.2., S.37) anhand des
Plasmides pSVN4313 und der von uns passagierten FLK 44 (s. Anhang 9.5., S.169 und
Tab.29, S.92). Diese Tatsachen verdeutlichen die bereits zwischen verschiedenen FLK-BLV-
Varianten vorhandene genetische und moglicherweise auch antigenetische Drift und
unterstreichen die potentiellen Probleme bel der Nutzung dieser Zellinie zur Produktion
diagnostischer Antigene (s. 5.6., S.115).
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Die Untersuchungen von env-, tax- und pol-Amplifikaten verschiedener BLV-Proviren deuten
darauf hin, daf?
mindestens drei Provirusmutanten: BLV-D ', BLV-D”
Bestdnden vorhanden sind,
dem Auftreten von BLV-Mutanten insbesondere unter dem Aspekt der Entwicklung von
Immuntoleranzen, der Fahigkeit zur Zelltransformation und der Selektion auf schwache
Seroreagenten innerhalb der Rinderpopulation Rechnung zu tragen ist,
den serologisch positiven Provirustragern aufgrund von As-Verénderungen in der env-
Region das gp51-Strukturepitop G fehlt,
sich die env- und pol-Region (insbesondere auch deren Spleil3akzeptoren und -donoren) der
untersuchten BLV-Provirusisolate hinsichtlich Nulkeotidverdnderungen und der daraus
resultierenden As-Abweichungen konservativ verhielten,
die ermittelten As-Verdnderungen im 3'Ende der pol-Region von Einflul auf die
Integrationsfahigkeit des Virus sein konnten,
die ermittelten As-Verdnderungen der tax-Region einerseits mit grof3er Wahrscheinlichkeit
ohne Einfluf auf die Ausbildung der Zink-Finger-Struktur sind, andererseits dennoch eine
Bedeutung fur das Transaktivierungspotential besitzen kénnten,
sich die in unserem Institut passagierte, BLV infizierte FLK-Subzellinie von anderen FLK-
Subzellinien unterscheidet.

[+ und BLV-D+ in deutschen Rinder-

55. Der EinfluR von Nukleotidveranderungen auf die RNA- und
Proteinsekundarstruktur

Fur ausgewéhlte Bereiche des BLV-Genoms wurde unter Verwendung des Zuker-Stiegler
Algorhythmus (Anonym, 1994b) die RNA-Sekundérstruktur ermittelt. Die Abbildungen 17a-c
(s. S.80-82) lassen erkennen, dald von einander abweichende Nukleotidsequenzen deutliche
Unterschiede in der RNA-Sekundérstruktur bedingen. Dabel muf3 berlicksichtigt werden, dal3
die Strukturanalyse einen eng begrenzten Bereich des gp51-Gens umfaldte und fir definitive
Schluf¥olgerungen die virale RNA-Struktur in ihrer Gesamtheit, zumindest aber das
vollstandige env-Gen betrachtet werden muf3 (Singer und Berg, 1992). Auffdlig ist die hohe
Ubereinstimmung der Sekundarstruktur des japanischen Isolats (s. Abb.17a, S.80) mit der des
Provirus tragenden, serologisch fraglichen Tieres 134 (s. Abb.17b, S.81). Beide Isolate sind
auch genetisch eng verwandt (s. Tab.19, S.75 und 20, S.76). Ein grundverschiedenes Bild
zeigte die BLV-RNA des seropositiven Tieres 41335 (s. Abb.17c, S.82). Dieses Provirus wies
auch im genetischen Muster starke Abweichungen zum japanischen Isolat auf (s. Tab.19, S.75
und 20, S.76).

Anhand der dargestellten Untersuchungsergebnisse lie3 sich nicht kléren, ob die
unterschiedlichen RNA-Sekundérstrukturen von Bedeutung fur elementare virale Funktionen
wie Integration, Trandation und Expression (Singer und Berg, 1992) sind. Zur Beantwortung
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dieser Fragen wére eine Klonierung der BLV-Proviren in eukaryotische Expressions-
Vektorsysteme und eine anschlief3ende Expression in infizierten Zellen nétig. Generell kdnnen
sich die meisten RNA-Ketten auf mehr as eine Art falten, dennoch ist eine ganz bestimmte
Struktur fur die Genexpression der viralen RNA entscheidend, da wichtige Regulationssignale
bei der einen Faltung offen zuganglich, bel der anderen jedoch verdeckt sein kénnen (Singer
und Berg, 1992). Von besonderer Bedeutung ist deshab die Position solcher Nukleotide
innerhalb der RNA-Sekundéarstruktur, die in bestimmte Trandations- und Spleil3mechanismen
involviert sind (Singer und Berg, 1992). Dennoch scheint die unterschiedliche RNA-Struktur in
der unmittelbaren Umgebung des env-ATG verschiedener Isolate (s. Abb.21ab; S.89) fur den
serologischen Status und das klinische Bild der infizierten Rinder (beide Strukturvarianten
betreffen sowohl seropositive al's auch seronegative Tiere) unbedeutend zu sein.

Uber Proteinsekundarstruktur-Analysen des BLV unter Anwendung des Chou-Fasman
Algorhythmus (Anonym, 1994b) wurde in der Literatur bisher nur vereinzelt (Rosentha et al.,
1990) berichtet. Sie stellten fest, dal? sich alle As-Anderungen ihrer FLK-BLV im Vergleich zu
anderen BLV-Isolaten in Regionen befanden, welche Turns oder Spiralen bildeten. Diese
Beobachtung lief3 darauf schlief3en, dal’3 As an der Proteinoberfléche wesentlich eher variieren
as jene im Inneren von Proteinen (Schulz und Schirmer, 1979). Die eigenen
Proteinsekundérstruktur-Analysen  konnten diese Vermutung bestétigen. Anhand einer
ausgewahlten env-Proteinsekundarstruktur lieRen sich sowohl die BLV-D -Mutante und das
australische sowie japanische Isolat (Abb.18a, S.85) als auch die BLV-D*-Mutante und das
belgische Isolat (a-Helix in einer Turn-Region, Abb.18b, S.85) eindeutig unterscheiden. Dieser
Unterschied konnte im pol-Bereich (s. Abb.22a-b, S.90) und tax-Bereich (s. Abb.23a-c, S.93)
bestétigt werden. Auf die Folgen von As- und damit Proteinveranderungen wurde unter Punkt
5.4. (s. S.106) eingegangen.

Eine besondere Bedeutung besitzen Proteinkonformationen dort, wo sie an der Ausbildung von
Epitopen beteiligt sind (Singer und Berg, 1992). Das BLV-gp51 besitzt mindestens 4
Konformationsepitope (C, F, G, H; Bruck et al., 1982ab, 1984ab). Diese sind sowohl
Haupttarget der AK des Rindes als auch direkt in biologische Prozesse des BLV (Infektiositét,
Fusionsaktivitét) involviert (Portetelle et al., 1989a). Wenngleich den Proviren der Tiere 2,
15313 und 41335 auf Grund der veranderten As 121 des env-Bereiches das Epitop G fehlte (s.
9.2., S.162 und 5.4., S.108), besitzen diese Tiere hohe BLV-gp51 AK Titer. Das Fehlen eines
einzelnen Epitops scheint damit von untergeordneter Bedeutung fur die AK-Bildung zu sein.
Eine FGH-Mutante hingegen ware wahrscheinlich nicht in der Lage, sch im Wirt zu
vermehren. Die Aushildung der Konformationsepitope ist damit auch fir das Virus selbst von
entscheidener Bedeutung (Mammoun et al., 1990).
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Zusammenfassend kann Uber den Einflul3 von Nukleotidverdnderungen auf die RNA- und
Proteinsekundarstruktur festgestellt werden, dal3
Nukleotidveranderungen im BLV-Genom generell eine Anderung der RNA-
Sekundérstruktur bedingen,
anhand der RNA-Sekundérstruktur Unterschiede zwischen serologisch fraglichen und
serologisch positiven Tieren erkannt werden konnen,
anhand der Proteinsekundarstruktur Unterschiede zwischen BLV-D- und BLV-D'-
Mutanten verdeutlicht werden konnten,
das Fehlen des Epitops G bel den seropositiven Tieren ohne erkennbaren Einflufd auf die
AK-Bildung des Wirtstieres gegen gp51 zu sein scheint,
Protei nsekundarstruktur-Verdnderungen im tax- bzw. pol-Bereich zu einer Anderung des
Infektions- und Expressionsverhaltens des BLV fuhren konnten.

5.6. Untersuchungen zum Vorkommen von BLV-Provirusmutanten und ihre Beziehung
zum serologischen Status und der Herkunft des Wirtstieres

Seit der Entdeckung des BLV wiesen verschiedene Untersucher wiederholt auf den
Zusammenhang von geographischer Herkunft und DNA-Sequenz der BLV-Isolate hin
(Coulsten et al., 1990; Mamoun et al., 1990; Marsolais et al., 1994; Molteni et al., 1996).
Gerade Marsolais et al. (1994) zeigten, dald die fur routineméllige PCR-Untersuchungen
verwendeten Primer der in einer bestimmtem geographischen Region vorherrschenden
Virusvariante angepaldt werden missen, was auf eine unterschiedliche Provirussequenz dieser
Isolate schlieffen lief?. Nur in Ausnahmen (Fechner, 1995) wurde das Auftreten bestimmter
Provirusmutanten in Korrelation mit dem serologischen und klinischen Status der untersuchten
Rinder betrachtet.

Die eigenen Untersuchungen wurden an 36 Rinder aus Ostdeutschland und einem Rind aus
Westdeutschland (s. Tab.5, S.35) durchgefiihrt. Dabei zeigte das aus Baden-Wirttemberg
stammende seropositive Tier 2 gegeniiber den aus Ostdeutschland stammenden seropositiven
Rindern (41335, 6869, 15313, s. Tab.19, S.75) im anayserten env-Bereich zehn
Ubereinstimmende und zwei unterschiedliche Abweichungen zum japanischen Isolat. Die
dargestellten Resultate (s. Tab.19, S.75 und 20, S.76) verdeutlichen, dal3 es Unterschiede in
der BLV-Sequenz zwischen dem Provirus aus Baden-Wirttemberg und den Proviren aus den
neuen Bundeslandern gibt. Der Umfang der Untersuchungen miife jedoch erweitert werden,
um signifikante Feststellungen zu treffen. Bisher gibt es in der Literatur keine Hinweise auf
DNA-Sequenzanalysen deutscher BLV-Isolate, die fur vergleichende Untersuchungen
herangezogen werden kdnnten.

Innerhalb Ostdeutschlands konnten keine Beziehungen zwischen BLV-Provirusmutante und
geographischer Herkunft festgestellt werden. Ungeachtet ihrer geographischen Herkunft
zeigten alle Proviren seropositiver Rinder ein sehr 8hnliches Sequenzbild (s. Tab.19, S.75).
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Dieses Resultat war aufgrund der geringen fldchenméadigen Ausdehnung der DDR, der
Dominanz einer einzigen Rasse (Schwarzbuntes Milchrind), umfangreichen Tierbewegungen
innerhalb des Landes und zentral geleitetem Import von Zuchttieren und Sperma zu erwarten.
Des weiteren mui3 fir eventuelle Schluf3folgerungen auch beachtet werden, dal3 der grofdte Teil
der untersuchten Tiere (29/37) aus Sachsen-Anhalt stammte und deshalb auch fur die Klarung
dieser Fragestellung eine Erweiterung des Probenumfanges aus anderen ost- und
westdeutschen Bundesldndern nétig ware. Wie weit die differenzierten Provirusmutanten in
Deutschland  verbreitet sind 183t sich somit anhand der eigenen Untersuchungen nicht
einschétzen.

Die groRe Ahnlichkeit der ermittelten DNA-Sequenzen deutscher Isolate (s. 4.4.2., S.74;
45.2., S87; 4.6.1., S91) mit z.T. Uber 10 Jahre &teren, von verschiedenen Kontinenten
stammenden BLV-Provirusisolaten (Rice et al., 1984,1985; Sagata et al., 1985b; Coulsten et
al., 1990) unterstreicht die vielfach nachgewiesene zeitliche und geographische Konserviertheit
des BLV (Coulsten et al., 1990; Mamoun et al., 1990; Willems et al., 1993a; Fechner, 1995).
Andererseits verdeutlichen die Untersuchungsergebnisse, in Ubereinstimmung mit den von
Fechner (1995) durch Restriktionsenzymanaysen gewonnenen Erkenntnissen, aber auch, dal3
Sequenzvariationen keine Seltenheit sind.

Das Auftreten von BLV-Provirusmutanten im ostdeutschen Raum, die der ,japanisch-
amerikanischen“-BLV-Subgruppe (s. 5.4., S.108) angehtren, wird nach Fechner (1995)
folgendermalien erklért. Einerseits ist es moglich, dal3 durch die Rinderzuchtprogramme der
DDR und dem damit verbundenen Import von Holstein-Frisian-Rindern aus Nordamerika in
den 60er Jahren BLV-Provirusmutanten der ,,japanisch-amerikanischen-BLV-Subgruppe nach
Deutschland eingeschleppt wurden. Andererseits wurde die eRL ausgehend vom
mitteleuropéischen Raum Uber Rinderexporte weltweit verbreitet (Kautzsch und Schliter,
1991).

Die BLV-Provirusmutanten der untersuchten Rinder lieffen sich anhand ihres DNA-
Sequenzmusters in der env-Region, des Provirusgehaltes und des serologischen Status des
Wirtesin drei Gruppen einteilen (Tab.22, S.79):

BLV-D*: BLV-Mutante serologisch positiver Provirustrager

BLV-D*/-: BLV-Mutante serol ogisch fraglicher Provirustrager

BLV-D~: BLV-Mutante serologisch negativer Provirustrager

Ordnet man auch die in der Literatur beschriebenen Isolate anhand ihrer env-DNA-Sequenz
(ohne Beachtung des serol ogischen Status) in die genannten Mutantengruppen ein, so stellt das
japanische Isolat eine BLV-D--, das belgische eine BLV-D™- und das australische eine BLV-
D*/-- Mutante dar. Daraus ist zu schluf¥folgern, dal3 die Ursache fir die Seronegativitét der
BLV-D~-Mutanten nicht im untersuchten env-Bereich liegt, da das japanische Isolat von einem
seropositiven Rind (Sgata et al., 1983) stammt.

In Ubereinstimmung mit Fechner (1995) konnte gezeigt werden, daR zwischen serologischem
Status des infizierten Rindes und BLV-Sequenz nicht nur eine enge Beziehung besteht,
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sondern der serologische Status des Wirtes von der vorherrschenden BLV-Provirusmutante
abhangig ist. Dabel scheint die BLV-D--Mutante einen atypischen, durch das Auftreten von
permanent serologisch negativen Rindern gekennzeichneten, Infektionsverlauf zu provozieren.
Einerseits beweisen Verlaufsuntersuchungen von Fechner (1995) und Albrecht (1996) sowie
die eigenen Untersuchungen der Bestdnde 1 und 2 (s. 3.1.1., S.35), dal3 das Fehlen von BLV-
AK bel den untersuchten Rindern mit einer BLV-D~-Mutante nicht mit der friihen Phase der
BLV-Infektion (Cockerell und Rovnak, 1988; Naif et al., 1990; Burkhardt et al., 1991) in
Zusammenhang gebracht werden kann. Andererseits |83 sich das Auftreten des atypischen
Infektionsablaufes auch nicht mit der applizierten AG-Dosis (Roberts et al., 1986) oder durch
einen ungewohnlichen Infektionsweg, wie die durch Fechner (1995) favorisierte Mdglichkeit
der Ubertragung in utero (Wittmann, 1993), erklaren. Der Nachweis dieser Mutante in den
verschiedenen Bestanden beweist jedoch, dal3 es sich bei den dargestellten Ergebnissen nicht
um Zufa Isbefunde handelt.

Mit Ausnahme des Tieres 45 konnten ale Proviren der seropositiven Tiere der
Mutantengruppe BLV-D* zugeordnet werden. Durch fehlende Verlaufsuntersuchungen bei
diesem Tier (Probenentnahme erfolgte auf dem Schlachthof) kann nicht mit letzter Sicherheit
abgeklart werden, ob hier die Zuordnung zur Gruppe der serologisch positiven Provirustrager
(Tab.13, S. 59) anstelle zur Gruppe der serologisch fraglichen Provirustrger korrekt war.

In Kongruenz mit den Untersuchungsergebnissen von Molteni et al. (1996) konnte die héhere
Ubereinstimmung unserer, aus seropositiven Rindern gewonnenen Isolate mit dem belgischen
(Rice et al., 1984, 1985) Isolat festgestellt werden. Die BLV Proviren der seronegativen
Rinder dhnelten dagegen eher dem japanischen (Sagata et al., 1985b) und die der serologisch
fraglichen Rinder dem australischen (Coulsten et al., 1990) Isolat (s. Abb.19, S.77).

Alle dargestellten Ergebnisse missen auch unter dem Aspekt betrachtet werden, dal3 die
fehlende Nachweisbarkeit von BLV-AK bei infizierten Tieren diagnostische Ursachen haben
kann und auf die gewachsene antigenetische Differenz zwischen dem FLK-BLV und den
aktuellen BLV-Feldstédmmen hindeuten konnte. Von der fur die Antigenproduktion
verwendeten permanent BLV produzierenden Zellinie FLK (Van der Maaten und Miller, 1976)
existieren heute die verschiedensten Sublinien. Obwohl durch Zytotoxizitétsstudien gezeigt
werden konnte, dald tatsichlich ale Zellen der permanent infizierten Zellinie FLK-BLV
virusinfiziert sind (Portetelle et al., 1978), ist sie doch keine homogene Zellpopulation (Casay
und Nicolson, 1982; Derse et al., 1985b). Unterschiede zwischen einzelnen FLK-BLV-
Sublinien zeigten sich auch auf molekularer Ebene. Wéhrend Rosen et al. (1986) auf eine
vollige Ubereingtimmung der Nukleotidsequenz ihrer FLK-BLV-Sublinie mit der von Sagata et
al. (1984) beschriebenen BLV-Sequenz hinwiesen, zeigten Restriktionsenzymanalysen
(Kettmann et al., 1981), dal3 sich das amerikanische FLK-BLV Isolat signifikant von den
BLV-Provirusisolaten belgischer (Rice et al., 1984,1985) und japanischer Herkunft (Sagata et
al., 1983) unterscheidet. Uber dhnliche Ergebnisse berichteten Mamoun et al. (1990) und
Rosenthal et al. (1990) bel der Untersuchung weiterer FLK-BLV-Sublinien. Alle Untersucher
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beschrieben eine ndhere Verwandtschaft der FLK-BLV mit dem japanischen Isolat, as mit dem
belgischen. Infektionsversuche von Kassabow et al. (1991) belegen, dal3 sich hdmatol ogische,
serologische und klinische Befunde von Versuchstieren, die entweder mit Lyophilisat der FLK-
BLV oder mit BLV-Fedvirus infiziert wurden, nicht unterscheiden. Zugleich konnten sie
jedoch beobachten, dal3 das aus LKK der mit BLV-Feldvirus infizierten Tiere gewonnene
Virus im Western-Blot im Vergleich zur BLV-FLK zwel Banden mehr aufwies. Damit sind
unterschiedliche molekularbiologische Mechanismen und letztendlich  unterschiedliche
Antigenitétsmerkmale von BLV-Feldvirus und FLK-BLV nicht auszuschliefen.

Ein Zusammenhang zwischen der vorherrschenden Provirusmutante und dem serologischem
Status des BLV-infizierten Rindes konnte in den vorangegangenen Darstellungen aufgezeigt
werden. Die Bedeutung des Auftretens von Provirusmutanten fir den klinischen Verlauf und
die virale Evolution hatte Horzinek (1996) am Beispiel eines anderen RNA-Virus, dem
Tollwutvirus, treffend demonstriert: Vergleicht man einen Wildstamm des Tollwutvirus mit
einer attenuierten Lebendvakzine, so stellt man eine winzige molekulare Divergenz fest. Sie
besteht in dem Austausch einer einzelnen Aminosiure an einer bestimmten Position des
Oberflachenglykoproteins. Fir den Wirt jedoch ist dieser Unterschied eine Frage von Leben
und Tod (Horzinek, 1996).

Das Wissen um das Vorkommen unterschiedlicher BLV-Provirusmutanten ist eine
entscheidende Voraussetzung fir die sténdige Aktualisierung der Strategie zur Pravention und
Bekampfung der bovinen Leukosevirus-Infektion in hoch verseuchten Regionen (Molteni et
al., 1996). Des weiteren erfordern die genomischen Variationen zwischen verschiedenen BLV -
Stdmmen die Verwendung von mehr as einem Primerpaar in der PCR, um die diagnostischen
Resultate absichern zu kénnen (Marsolais et al., 1994). Gleichzeitig wére die Etablierung einer
mit ,einhemischen”, frisch isolierten BLV-Feldvirus infizierten Zelinie zur AG-Produktion
moglicherweise geeignet, die 0.g. Differenzen zwischen BLV-Feldvirus und BLV-“Laborvirus’
(FLK-BLV) zu verringern.

Zusammenfassend kann aus den Untersuchungen zum Vorkommen von BLV-
Provirusmutanten festgestellt werden, dal3
enge Beziehungen zwischen serologischem Status und der vorherrschenden BLV-
Provirusmutante bestehen,
die BLV-Proviren der seropositiven Tiere mehr dem belgischen, die der seronegativen
Rinder mehr dem japanischen Isolat ahneln,
weitere Untersuchungen notwendig sind, um definitive Aussagen Uber die territoriale
Verbreitung bestimmter Provirusmutanten treffen zu kénnen,
eine Anpassung des inzwischen Uber zwei Jahrzehnte weltweit fir diagnostische Zwecke
verwendeten FLK-BLV an aktuelles BLV-Feldvirus zur Optimierung der BLV-
Serodiagnostik beitragen konnte.
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6. Zusammenfassung

Jahrzehntelang schienen serologische Methoden notwendig und zugleich ausreichend zu sein,
eine bovine Leukosevirus (BLV)-Infektion bel Rindern sicher nachzuweisen. Immer wieder
wurde dabei festgestellt, dal3 Antigenvarianten und daraus resultierende Antikorper (AK)-
Serotypen nicht auftreten. Das Vorkommen serologisch negativer Provirustréger, bzw. der
fehlende BLV-Provirusnachweis bei BLV-Agargel-Immunodiffusionstest (AGID) und BLV-
Enzym-Linked-Immunosorbent Assay (ELISA) positiven Tieren lief3 jedoch darauf schlief3en,
dald sich im Verlauf der Selektion auf BLV-frele Bestdnde bestimmte Provirusmutanten
durchsetzen konnten. Ziel der Arbeit war es deshalb, Teile der Nukleotidsequenz verschiedener
BLV-Isolate und die daraus resultierende Aminosauresequenz zu ermitteln und in Beziehung
zur geographischen Herkunft und dem serologischen Status des Wirtstieres zu setzen.
Gleichzeitig sollte der Einflu3 von Nukleotid- und Aminosiureveranderungen auf die RNA-
und Proteinsekundérstruktur ermittelt werden. DNA-Sequenzanalysen sind auf Grund des
hohen Zeit- und Kostenaufwandes gerade in der Veterindrmedizin Grenzen gesetzt. Deshalb
sollte es ein weiteres Ziel dieser Arbeit sein, verschiedene Sequenzierungsmethoden
hinsichtlich Praktikabilitét und Rentabilitét miteinander zu vergleichen.
1. Im Vergleich der auf dem Sanger-Prinzip beruhenden Sequenzierungsverfahren (Methode
nach Sommer, Hot Tub Sequencing-Verfahren, T7-Sequencing-Verfahren und AutoRead
Sequencing-Verfahren hinsichtlich Praktikabilitdt und Rentabilitdt erwies sich das T7-
Sequencing-Verfahren als das geeignetste. Bei einer Ausgangsmenge von 1,5 bis 2,0 g
dsDNA konnten bis zu 450 Nukleotide innerhalb von 4 h auf einem vertikalen, kellférmigen
Gel aufgetrennt werden.
2. Die direkte Sequenzierung von Polymerasekettenreaktion (PCR) -Produkten bot gegentber
der Sequenzierung klonierter Fragmente verschiedene Vorteile: geringerer Zeitaufwand,
hohere Reinheit des Ausgangsmaterias, geringerer Materialaufwand und geringere Gefahr der
Sequenzierung von Fragmenten mit PCR-induzierten Mutationen (Polymerasefehler). Die
Quantitét lesbarer Nukleotide nach Sequenzierung von Amplifikaten aus Einfach- bzw.
Doppel-PCR lag mit maximal 230 bp unter der nach Sequenzierung klonierter Produkte. Bei
Fragmenten aus asymmetrischen PCR’s konnte die Anzahl analysierter Nukleotide bis auf 400
bp gesteigert werden.
3. Vegleichende Untersuchungen zum Nachweis einer BLV-Infektion an 37 Rindern
verschiedener Bestdnde mittels ELISA, AGID, Leukozytenkurzzeitkultur und PCR
ermaglichten eine Einteillung der Probanden in vier Gruppen:

zehn Tiere (27%) waren serologisch positive Provirustréger; Gruppe 1

drei Tiere (8%) waren serologisch fragliche Provirustrager; Gruppe 2

zehn Tiere (27%) waren serologisch negative Provirustrager; Gruppe 3

14 Tiere (38%) waren serologisch und im Provirusnachweis negativ; Gruppe 4
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4. Ein Vergleich der Untersuchungsverfahren AGID, ELISA, Leukozytenkurzzeitkultur und
PCR auf Eignung als Routinediagnostikum ergab, dal® der Enzym Linked Immunosorbent
Assay nicht ausreichend ist, um alle Provirustréager zu erkennen. Die PCR ist erforderlich bel
der Erkennung schwacher Seroreagenten in der Phase der Endsanierung der enzootischen
Rinderleukose einzelner Bestande.
5. Die Sequenzierung der long terminal repeat (LTR) - Region vom Provirus der permanent
BLV produzierenden Fetalen-Lammnieren- Zellinie (FLK-BLV) ergab im Vergleich mit dem
von Sagata et al. (1985a) beschriebenen japanischen Isolat eine starke Sequenzhomologie.
Zwei beschriebene Nukleotidsubstitutionen in diesem Bereich befinden sich in strukturell wenig
bedeutsamen Sequenzabschnitten.
6. Die DNA-Sequenzierung von BLV-Provirusabschnitten der Envelope (env)-, Polymerase-
und Tax-Protein (tax)- kodierenden Bereiche weist auf die Existenz von drei BLV-
M utantengruppen hin:

BLV-D* (Provirusmutante serologisch positiver Provirustrager)

BLV-D*/- (Provirusmutante serologisch fraglicher Provirustréger)

BLV-D~ (Provirusmutante serologisch negativer Provirustréger)
7. FUr das Auftreten serologisch negativer Provirustréger gibt es mindestens vier mogliche
Erklarungen:

echte Immuntoleranz nach intrauteriner Infektion,

Nachweis des BLV-Provirus zu einem sehr frihen Infektionszeitpunkt, an dem das Tier

noch keinen BLV-AK-Titer entwickelt hat,

Durchsetzung schwach immunogen wirkender BLV-Mutanten (BLV-Virusselektions-

Hypothese),

Selektion der Rinderpopulation auf schwache Seroreagenten durch die paralele

Durchsetzung verschiedenster Sanierungskonzepte (BLV-Wirtssel ektions-Hypothese)
8. DNA-Sequenzveranderungen sind von Einfluf? auf die RNA- und Protein-Sekundérstruktur.
Potentielle Spleif3donor und -akzeptorregionen blieben von DNA-Sequenzveranderungen und
daraus folgenden Strukturdnderungen unberiihrt. Mehreren serologisch  positiven
Provirustragern fehlte das gp51 Konformationsepitop G.
9. Die durchgefuhrten Untersuchungen belegen, dald eine enge Beziehung zwischen
serologischem Status des mit BLV infizierten Tieres und dem DNA-Sequenzbild der BLV-
Provirusmutante besteht. Innerhalb Ostdeutschlands konnte jedoch kein Zusammenhang
zwischen vorherrschender BLV-Provirusmutante und geographischer Herkunft des Wirtstieres
festgestellt werden.
10. Die partiellen DNA-Sequenzierungen in der tax- und env-Region des BLV verschiedener
FLK-Sublinien zeigten, dal3 es sowohl innerhalb der Sublinien as auch im Vergleich zu
anderen BLV-Isolaten Differenzen gibt. Diese Tatsache |&3 eine antigenetische Drift zwischen
den BLV-Proviren vermuten, die moglicherweise die Eignung des FLK-BLV-Antigen fur die
serologische Diagnostik beeinflussen kdnnte.
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6. Summary

Genomanalysis of different bovine leucosis (BLV) proviruses in consideration of the
serological state and geographical origin of the cattle.

For decades serological methods seemed to be useful and sufficient to diagnose BLV infection
in cattle. Repeatedly it was found out, that antigen variants and outcoming antibody (AK)-
serotypes do not appear. The occurence of serological negative provirus carrying cattle and the
lack of BLV-provirus in Enzym-Linked-Immunosorbent Assay (ELISA)- and Agargel-
Immunodiffusion-Test (AGID)-positive animals lead to the assumption, that with the selection
of BLV free herds specific mutants of provirus dominated. For this reason the aim of the paper
was to investigate the nucleotid sequence of different BLV isolates and the resulting aminoacid
sequence in consideration of the serological state and geograpical origin of the infected cattle.
Simultaneoudly the influence of nucleid- and aminoacid-changes on the RNA- and protein-
secundary structure should be investigated. Especially in the veterinary medicine DNA
sequence analysis is limited because it is much timeconsuming and expensive. For this reaseon
different sequencing methods should be compared with respect to their practicability and
rentability.
1. In comparison of different "Sanger principle” using sequencing methods (method after
Sommer, Hot Tub sequencing, T7-Sequencing and Auto Read sequencing) with respect to
practicability and rentability the T7-sequencing method was the most suitable. With a minimum
of 1,5- 2,0 ug ds DNA up to 450 nucleotides could be read during 4 h from a vertical, wedge-
shaped gel.
2. The direct sequencing of polymerase chain reaction (PCR) products in comparision with the
sequencing of cloned PCR products has various advantages. less time consuming, high purity
of DNA template and less danger of sequencing DNA fragments with PCR induced
mutationes. The quantity of detectable nucleotides sequencing PCR products synthesized in
single- or double PCR with a maximum of 230 bp was lower than sequencing cloned PCR
products. Using fragments from asymmetric PCR's the number of detectable nucleotides were
raised to 400 bp.
3. Investigations for the detection of BLV provirus in 37 cattle of different herds with ELISA,
AGID, leucocyte short term culture and PCR enabled a division of the probands into four
groups.

10 animals (27%) serology positive, carrier of provirus; group 1

3 animals (8%) serology uncertain, carrier of provirus; group 2

10 animals (27%) serology negative, carrier of provirus, group 3

14 animals (38%) serology negative, no carrier of provirus group 4
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4. The comparison of the diagnostic methods AGID, ELISA, leucocyte short term culture and
PCR showed, that the ELISA is not sufficient to detecte all provirus carrier. The PCR is
necessary for the detection of cattle with weak serological signalsin BLV eradication.
5. The sequencing of the BLV long terminal repeat (LTR) region from FLK (fetal lamb kidney)
-BLV provirus is highly comperable with the Japanese isolat (Segata et al., 1985a). Two
detected nucleitid substitutiones found in this region were in structural less significant regions
of the sequence.
6. The DNA sequencing of parts from the envelope (env)- polymerase- and Tax protein (tax)-
region of BLV indicate the existence of three groups of mutants from BLV:
BLV-D* (BLV mutant of serology positive, carrier of provirus)
BLV-D*/- (BLV mutant of serology instable, carrier of provirus)
BLV-D- (BLV mutant of serology negative, no carrier of provirus)
7. For the occurence of serologic negative cattle there are at least four reasonable
explanationes:
congenital immuntolerance following intrauterin infection
BLV provirus detection in the early stage of BLV infection, before detectable antibody
titers have developed
selection of virus mutants whith weak immunogenicity (BLV virus selection hypothesis)
selection of cattle with weakly immune response by parald working with different
eradication concepts (BLV host selection hypothesis)
8. Changes in nucleotid sequence influence the RNA- and protein secundary structure.
Potentiell splice donors and acceptors are mainly conservative. BLV isolates from some
seropositive cattle were lacking the gp51 sequence epitop G.
9. The result of the study indicate that there is a relation between the serological state of the
infected cattle and the DNA sequence of the BLV mutant but not between BLV provirus
mutant and the geographical origion of the host.
10. Partial DNA sequencing of the tax- and env-region of the BLV from different FLK-
sublines show, that there are differences beetween the FLK-sublines as well as between other
BLV isolates. This difference indicates an antigenic drift between BLV proviruses that may
influence the suitability of FLK-BLV antigenes in test systems for diagnosis of bovine leukosis
infection.
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9. Anhéange

9.1. DNA-Sequenzvergleich von ausgewahlten BLV-Provirusabschnitten der env-Region

(Np 4821-6368)

JAP
BEL
AST
M1
M2
M3
FLK

JAP
BEL
AST
M1
M2
M3
FLK

JAP
BEL
AST
M1
M2
M3
FLK

JAP
BEL
AST
M1
M2
M3
FLK

JAP
BEL
AST
M1
M2
M3
FLK

4830
ATGCCTAAAG
ATGCCCAAAG
ATGCCTAAAG
ATGCCTAAAA
ATGCCCAAAG
ATGCCCAAAG
ATGCCTAAAG

4880
GGTAAGICTC
GGITAAGICTC
GGITAAGICTC
GGITAAGICTC
GGITAAGICTC
GGITAAGICTC
GGITAAGICTC

4930
GGAGATCGCTC
GGAGATCGCTC
GGAGATCGCTC
GGAGATCGCTC
GGAGATCGCTC
GGAGATCGCTC
GGAGATCGCTC

4980
CAAGAGGCAA
CAAGAGGCAA
CAAGAGGCAA
CAAGAGGCAA
CAAGAGGCAA
CAAGAGGCAA
CAAGAGGCAA

5030
TCAGTCACCT
TCAATCACCT
TCAGTCACCT
TCAGTCACCT
TCAATCGCCT
TCAATCACCT
TCAGTCACCT

4840
AACGACGGTC
AACGACGGTC
AACGACGGTC
AACGACGGTC
AACGACGGTC
AACGACGGTC
AACGACGGTC

4890
ACTCTCACTC
ACTCTTACTC
ACTCTCACTC
ACTCTCACTC
ACTCTTACTC
ACTCTTACTC
ACTCTCACTC

4940
CCTGICCCTA
CCTGICCCTA
CCTGICCCTA
CCTGICCCTA
CCTGICCCTA
CCTGICCCTA
CCTGICCCTA

4990
AATTTTCCAT
AATTTTCCAT
AATTTTCCAT
AATTTTCCAT
AATTTTCCAT
AATTTTTCAT
AATTTTCCAT

5040
TTCTGIGCCA
TTCTGICCCA
TTCTGIGCCA
TTCTGIGCCA
TTCTGICCCA
TTCTGICCCA
TTCTGIGCCA

154

4850
CCGAAGACGC
CCGAAGACGC
CCGAAGACGC
CCGAAGACGC
CCGAAGACGC
CCGAAGACGC
CCGAAGACGC

4900
TCCTCGCTCT
TCCTCGCTCT
TCCTCGCTCT
TCCTCGCTCT
TCCTCTCTCT
TCCTCGCTCT
TCCTCGCTCT

4950
GGAAACCAAC
GGAAATCAAC
GGAAATCAAC
GGAAACCAAC
GGAAATCAAC
GGAAATCAAC
GGAAACCAAC

5000
CTCCATTGAC
CTCCATTGAC
CTCCATTGAC
CTCCATTGAC
CGCCATTGAC
CTCCATTGAC
CTCCATTGAC

5050
AGTCTCCCAG
GGICTCCCAG
AGTCTCCCAG
AGTCTCCCAG
GGICTCCCAG
GGICTCCCAG
AGTCTCCCAG

4860
CCACAACCGA
CCACAACCGA
CCCGAACCGA
CCACAACCGA
CCACAACCGA
CCACAACCGA
CCACAACCGA

4910
CTGICGECCC
CTGICAGCCC
CTGICAGCCC
CTGICGECCC
CTGICAGCCC
CTGICAGCCC
CTGICGaCCC

4960
AATGGATGAC
AATGGATGAC
AATGGATGAC
AATGGATGAC
AATGGATGAC
AATGGATGAC
AATGGATGAC

5010
CAAATACTAG
CAAATATTAG
CAAATACTAG
CAAATACTAG
CAAATACTAG
CAAATACTAG
CAAATACTAG

5060
ATACACCTTG
ATACACCTTG
ATACACCTTG
ATACACCTTG
ATACACCTTG
ATACACCTTG
ATACACCTTG

4870
TCATCAGATG
TCATCAGATG
TCATCAGATG
TCATCAGATG
TCATCAGATG
TCATCAGATG
TCATCAGATG

4920
ATCCAGACTT
ATCCAGACTT
ATCCAGACTT
ATCCAGACTT
ATCCAGACTT
ATCCAGACTT
ATCCAGACTT

4970
AGCATCTAAC
AACATATAAC
AGCATATAAC
AGCATATAAC
AACATATAAC
AACATATAAC
AGCATATAAC

5020
AGCCTCATAA
AGGCCTCACAA
AGCCTCATAA
AGCCTCATAA
AGCCTCATAA
AGCCTCATAA
AGCCTCATAA

5070
GACTCTGTAA
GACTTCGTAA
GACTCTGTAA
GACTCTGTAA
GACTTTGTAA
GACTTTGTAA
GACTCTGTAA



JAP
BEL
AST
M1
M2
M3

45
134
15313
167
41335
574
68-14
68-18
6869
FLK

JAP
BEL
AST
M1
M2
M3

45
134
15313
167
41335
574
68-14
68-18
6869
FLK

JAP
BEL
AST
M1
M2
M3

45
134
15313
167

5080
ATGECTATCC
ATGGTTATCC
ATGECTATCC
ATGECTATCC
ATGGTTATCC
ATGGITATCC

ATGECTATCC

5130
GGAGCCAGEG
GGAGCCAGEG
GGAGCCAGGEG
GGAGCCAGGG
GGAGCCAGGG
GGAGCCAGEG
GGAGCCAGEG
GGAGCCAGEG
GGAGCCAGEG
GGAGCCAGEG
GGAGCCAGGG
GGAGCCAGEG
GGAGCCAGGG
GGAGCCAGGG
GGAGCCAGGEG
GGAGCCAGGEG
GGAGCCAGGEG

5180
GGGGGCAGAT
GGGGGCAGAT
GGGGGCAGAT
GGGGGCAGAT
GGGGGCAGAT
GGGGGCAGAT
GGGGGCAGAT
GGGGGCAGAT
GGGGGCAGAT
GGGGGCAGAT
GGGGGCAGAT
GGGGGCAGAT

5090
TAAGATCTAC
TAAGATCTAT
TAAGATCTAC
TAAGATCTAC
TAAGATCTAT
TAAGATCTAT

TAAGATCTAC

5140
CCATGGICAC
CCATGGICAC
CCATGGICAC
CCATGGICAC
CCATGGICAC
CCATGGICAC
CCATGGICAC
CCATGGICAC
CCATGGICAC
CCATGGICAC
CCATGGICAC
CCATGGICAC
CCATGGICAC
CCGTGGICAC
CCATGGICAC
CCATGGICAC
CCATGGICAC

5190
CGGTTCGACT
CACTTCGACT
CGCTTCGACT
CGCTTCGACT
CACTTCGACT
CACTTCGACT
CACTTCGACT
CGCTTCGACT
CGCTTCGACT
CGCTTCGACT
CACTTCGACT
CGCTTCGACT

155

5100
TGGECCCCCCC
TGGECCCCCCC
TGGECCCCCCC
TGGECCCCCCC

TGGECCCCCCC

5150
ATATGATTGC
ATATGATTGC
ATATGATTGC
ATATGATTGC
ATATGATTGC
ATATGATTGC
ATATGATTGC
ATATGATTGC
ATATGATTGC
ATATGATTGC
ATATGATTGC
ATATGATTGC
ATATGATTGC
ATATGATTGC
ATATGATTGC
ATATGATTGC
ATATGATTGC

5200
GCCCCCACTG
GCCCCCACTG
GCCCCCACTG
GCCCCCACTG
GCCCCCACTG
GCCCCCACTG
GCCCCCACTG
GCCCCCACTG
GCCCCCACTG
GCCCCCACTG
GCCCCCACTG
GCCCCCACTG

5100
CACAAGGECG
CACAAGGECG
CACAAGGECG
CACAAGGECG
CACAAGGECG
CACAAGGECG
CACAAGGECG
CACAAGGECG
CACAAGGECG
CACAAGGECG
CACAAGGECG
CACAAGGECG
CACAAGGECG
CACAAGGECG
CACAAGGECG
CACAAGGECG
CACAAGGECG

5160
GAGCCCCGAT
GAGCCCCGAT
GAGCCCCGAT
GAGCCCCGAT
GAGCCCCGAT
GAGCCCCGAT
GAGCCCCGAT
GAGCCCCGAT
GAGCCCCGAT
GAGCCCCGAT
GAGCCCCGAT
GAGCCCCGAT
GAGCCCCGAT
GAGCCCCGAT
GAGCCCCGAT
GAGCCCCGAT
GAGCCCCGAT

5210
GGACAATGCC
GGACAATGCC
GGACAATGCC
GGACAATGCC
GGACAATGCT
GGACAATGCC
GGACAATGCC
GGACAATGCC
GGACAATGCC
GGACAATGCC
GGACAATGCC
GGACAATGCC

5120
GCGCCGEETTT
GCGCCGEETTT
GCGCCGEGTTT
GCGCCGEGTTT
ACGCCGGITT
GCGCCGEETTT
GCGCCGEGTTT
GCGCCGEGTTT
GCGCCGEGTTT
GCGCCGEGTTT
GCGCCGEGTTT
GCGCCGEGTTT
GCGCCGEGTTT
GCGCCGEGTTT
GCGCCGEGTTT
GCGCCGEGTTT
GCGCCGEGTTT

5170
GCCCTTATGT
GCCCTTATGT
GCCCTTATGT
GCCCTTATGT
GCCCTTATGT
GCCCTTATGT
GCCCTTATGT
GCCCTTATGT
GCCCTTATGT
GCCCTTATGT
GCCCTTATGT
GCCCTTATGT
GCCCTTATGT
GCCCTTATGT
GCCCTTATGT
GCCCTTATGT
GCCCTTATGT

5220
TCCCAGECTG
TCCCAGECCG
TCCCAGECCG
TCCCAGECCG
TCCCAGECCG
TCCCAGECCG
TCCCAGECCG
TCCCAGECTG
TCCCAGECCG
TCCCAGECCG
TCCCAGECTG
TCCCAGECTG



41335
574
68-14
68-18
6869
159
FLK

JAP
BEL
AST
M1

M2

M3

2

7

45
134
15313
167
41335
574
68-14
68-18
6869
159
FLK

JAP
BEL
AST
M1

M2

M3

2

45
134
15313
167
41335
574
68-14
68-18
6869
FLK

5180
GGGGECAGAT
GGGGECAGAT
GGGGECAGAT
GGGGECAGAT
GGGGECAGAT
GGGGGCAGAT
GGGGGCAGAT

5230
ATCAAGGATC
ATCAAGIEGTC
ATCAGGGATC
ATCAAGGATC
ATCAAGIEGTC
ATCAAGIEGTC
ATCAAGGATC
ATCAAGGATC
ATCAAGGATC
ATCAAGGATC
ATCAAGGATC
ATCAAGGATC
ATCAAGIEGTC
ATCAAGGATC
ATCAAGGATC
ATCAAGGATC
ATCAAGIEGTC
ATCAAGGATC
ATCAAGGATC

5280
CAATGICATG
CAATGICATG
CAATGICATG
CAATGICATG
CAATGICATG
CAATGICATG
CAATGICATG
CAATGICATG
CAATGICATG
CAATGICATG
CAATGICATG
CAATGICATG
CAATGICATG
CAATGICATG
CAATGICATG
CAATGICATG
CAATGICATG

5190
CACTTCGACT
CGCTTCGACT
CGCTTCGACT
CGCTTCGACT
CACTTCGACT
CGCTTCGACT
CGCTTCGACT

156

5200
GCCCCCACTG
GCCCCCACTG
GCCCCCACTG
GCCCCCACTG
GCCCCCACTG
GCCCCCACTG
GCCCCCACTG

5240 5250
CTTTTATGIC AATCATCAGA
CTTTTATGIC AATCATCAGA
CTTTTATGIC AATCATCAGA
CTTTTATGIC AATCATCAGA
CTTTTATGIC AATCATCAGA
CTTTTATGIC AATCATCAGA
CTTTTATGIC GATCATCAGA
CTTTTATGIC AATCATCAGA
CTTTTATGIC AATCATCAGA
CTTTTATGIC AATCATCAGA
CTTTTATGIC AATCATCAGA
CTTTTATGIC AATCATCAGA
CTTTTATGIC AATCATCAGA
CTTTTATGIC AATCATCAGA
CTTTTATGIC AATCATCAGA
CTTTTATGIC AATCATCAGA
CTTTTATGIC AATCATCAGA
CTTTTATGIC AATCATCAGA
CTTTTATGIC AATCATCAGA

5290
GAATTTTCAC
GAATTTTCAC
GAATTTTCAC
GAATTTTCAC
GAATTTTCAC
GAATTTTCAC
GAATTTTCAC
GAATTTTCAC
GAATTTTCAC
GAATTTTCAC
GAATTTTCAC
GAATTTTCAC
GAATTTTCAC
GAATTTTCAC
GAATTTTCAC
GAATTTTCAC
GAATTTTCAC

5300
TCTAACCTGG
TCTAACCTGG
TCTAACCTGG
TCTAACCTGG
TCTAACCTGG
TCTAACCTGG
TCTAACCTGG
TCTAACCTGG
TCTAACCTGG
TCTAACCTGG
TCTAACCTGG
TCTAACCTGG
TCTAACCTGG
TCTAACCTGG
TCTAACCTGG
TCTAACCTGG
TCTAACCTGG

5210
GGACAATGCC
GGACAATGCC
GGACAATGCC
GGACAATGCC
GGACAATGCC
GGACAATGCC
GGACAATGCC

5260
TTTTATTCCT
TTTTATTCCT
TTTTATTCCT
TTTTATTCCT
TTTTATTCCT
CTTTATTCCT
TTTTATTCCT
TTTTATTCCT
TTTTATTCCT
TTTTATTCCT
TTTTATTCCT
TTTTATTCCT
TTTTATTCCT
TTTTATTCCT
TTTTATTCCT
TTTTATTCCT
TTTTATTCCT
TTTTATTCCT
TTTTATTCCT

5310
GAGATATGGG
GAAATATGGG
GAGATATGGG
GAGATATGGG
GAAATATGGG
GAAATATGGG
GAAATATGGG
GAGATATGGG
GAGATATGGG
GAAATATGGG
GAGATATGGG
GAAATATGGG
GAGATATGGG
GAGATATGGG
GAGATATGGG
GAAATATGGG
GAGATATGGG

GCATCTCAAA
GCATGTTAAA
GCACCTCAAA
GCATCTCAAA
GCACCTCAAA
GCATCTCAAA
GCATCTCAAA
GCATCTCAAA

5320
GATATGATCC
GATATGATCC
GATATGATCC
GATATGATCC
GATATGATCC
GATATGATCC
GATATGATGC
GATATGATCC
GATATGATCC
GATATGATCC
GATATGATCC
GATATGATCC
GATATGATCC
GATATGATCC
GATATGATCC
GATATGATCC
GATATGATCC



JAP
BEL
AST
M1
M2
M3

45
134
15313
167
41335
574
68-14
68-18
6869
FLK

JAP
BEL
AST
M1

M2

M3

2

45
134
15313
167
41335
574
68-14
68-18
6869
FLK

JAP
BEL
AST
M1

M2

M3

2

45
134
15313
167
41335

5330
CCTGATCACC
CCTGATCACC
CCTGATCACC
CCTGATCACC
CCTGATCACC
CCTGATCACC
CCTGATCACC
CCTGATCACC
CCTGATCACC
CCTGATCACC
CCTGATCACC
CCTGATCACC
CCTGATCACC
CCTGATCACC
CCTGATCACC
CCTGATCACC
CCTGATCACC

5380
TTCCCCAGIT
TCCCTCACCT
TTCCCCAGIT
TTCCCCAGIT
TCCCTCACCT
TCCCTCACCT
TTCCTCACCT
TTCCCCAGIT
TCCCCCAGIT
TCCCTCACCT
TTCCCCAGIT
TCCCTCACCT
TTCCCCAGIT
TTCCCCAGIT
TTCCCCAGIT
TCCCCCAGIT
TTCCCCAGIT

5430

157

5340 5350
TTTTCTTTAC ATAAGATCCC
TTTTCTTTAC ATAAAATTCC
TTTTCTTTAC ATAAGATCCC
TTTTCTTTAC ATAAGATCCC
TTTTCTTTAC ATAAAATCCC
TTTTCTTTAC ATAAAATCCC
TTTTCTTTAC ATAAAATCcC
TTTTCTTTAC ATAAGATCCC
TTTTCTTTAC ATAAGATCCC
TTTTCTTTAC ATTAGCTCCC
TTTTCTTTAC ATAAGATCCC
TTTTCTTTAC ATAAAATCCC
TTTTCTTTAC ATAAGATCCC
TTTTCTTTAC ATAAGATCCC
TTTTCTTTAC ATAAGATCCC
TTTTCTTTAC ATAAAATCCC

TTTTCTTTAC

5390
GAACAGTGAC
GAACAGTGAC
GAACAGTGAC
GAACAGTGAC
GAACAGTGAC
GAACAGTGAC
GAACAGTGAC
GAACAGTGAC
GAACAGTGAC
GAACAGTGAC
GAACAGTGAC
GAACAGTGAC
GAACAGTGAC
GAACAGTGAC
GAACAGTGAC
GAACAGTGAC
GAACAGTGAC

5440

CTTTTAAATC AAACAGCACG
CTTTTAAATC AAACGGCACG
CTTTTAAATC AAACAGCACG
CTTTTAAACC AAACAGCACG
CTTTTAAATC AAACGGCACG
CTTTTAAATC AAACGGCACG
TTTTTAAATC AAACGGCACG
CTTTTAAACC AAACAGCACG
CTTTTAAATC AAACAGCACG
CTTTTAAATC AAACGGCACG
CTTTTAAATC AAACAGCACG
CTTTTTAATC AAACGGCACG

ATAAGATCCC

5400
TGGGTTCCCT
TGGGTTCCCT
TGGGTTCCCT
TGGGTTCCCT
TGGGTTCCCT
TGGGTTCCCT
TGGGTTCCCT
TGGGTTCCCT
TGGGTTCCCT
TGGATTCCCT
TGGGTTCCCT
TGGGTTCCCT
TGGGTTCCCT
TGGGTTCCCT
TGGGTTCCCT
TGGGTTCCCT
TGGGTTCCCT

5450
GGCCTTCCCA
GGCCTTCCCA
GGCCTTCCCA
GGCCTTCCCA
GGCCTTCCCA
GGCCTTCCCA
GGCCTTCCCA
GGCCTTCCCA
GGCCTTCCCA
GGCCTTCCCA
GGCCTTCCCA
GGCCTTCCCA

5360
TGATCCCCCT
TGATCCCCCT
TGATCCCCCT
TGATCCCCCT
TGATCCCCCT
TGATCCCCCT
TGATCCCCCT
TGATCCCCCT
TGATCCCCCT
TGATCCCCCT
TGATCCCCCT
TGATCCCCCT
TGATCCCCCT
TGATCCCCCT
TGATCCCCCT
TGATCCCCCT
TGATCCCCCT

5410
CTGTCAGATC

5370
CAACCCGACT
CAACCCGACT
CAACCCGACT
CAACCCGACT
CAACCCGACT
CAACCCGACT
CAACCCGACT
CAACCCGACT
CAACCCGACT
CAACCCGACT
CAACCCGACT
CAACCCGACT
CAACCCGACT
CAACCCGACT
CAACCCGACT
CAACCCGACT
CAACCCGACT

5420
ATGEECCCTG

CTGTCAGATC ATGGEGECCCTG
CTGTCAGATC ATGGEGECCCTG
CTGTCAGATC ATGGEGECCCTG
CTGTCAGGTC ATGEECCCTG
CTGTCAGATC ATGGEGECCCTG
CTGTCAGATC ATGGEGECCCTG
CTGTCAGATC ATGGEGECCCTG
CTGTCAGATC ATGGEGECCCTG
CTGTCAGATC ATGEGECCCTG
CTGTCAGATC ATGGEGECCCTG
CTGTCAGATC ATGGEGECCCTG
CTGTCAGATC ATGGEGECCCTG
CTGTCAGATC ATGGEGECCCTG
CTGTCAGATC ATGGEGECCCTG
CTGTCAGATC ATGGEGECCCTG

CTGTCAGATC

5460
GACTGIGCTA
GACTGIGCTA
GACTGIGCTA
GACTGIGCTA
GACTGIGCTA
GACTGIGCTA
GACTGIGCTA
GACTGIGCTA
GACTGIGCTA
GACTGIGCTA
GACTGIGCTA
GACTGCGCTA

ATGEECCCTG

5470
TATGTTGGGA
TATGTTGGGA
TATGTTGGGA
TATGTTGGGA
TATGTTGGGA
TATGTTGGGA
TATGTTGGGA
TATGTTGGGA
TATGTTGGGA
TATGTTGGGA
TATGTTGGGA
TATGTTGGGA



574
68-14
68-18
6869
FLK

JAP
BEL
AST
M1
M2
M3

45
134
15313
167
41335
574
68-14
68-18
6869
FLK

JAP
BEL
AST
M1
M2
M3

45
134
15313
167
41335
574
68-14
68-18
6869
FLK

JAP
BEL
AST
M1
M2
M3

5430

5440

CTTTTAAATC AAACAGCACG
CTTTTAAATC AAACAGCACG
CTTTTAAATC AAACAGCACG
CTTTTAAATC AAACGGCACG
CTTTTAAACC AAACGGCACG

5480
ACCTTCCCCT
ACCTTCCCCT
ACCTTCCCCT
ACCTTCCCCT
ACCTTCCCCT
ACCCTCCCCT
ACCTTCCCCT
ACCTTCCCCT
ACCTTCCCCT
ACCTTCCCCT
ACCTTCCCCT
ACCTTCCCCT
ACCTTCCCCT
ACCTTCCCCT
ACCTTCCCCT
ACCTTCCCCT
ACCTTCCCCT

5530

5490
CCCTGEECTC
CCCTGEECTC
CCCTGEECTC
CCCTGEECTC
CCCTGEECTC
CCCTGEECTC
CCCTGEECTC
CCCTGEECTC
CCCTGEECTC
CCCTGEECTC
CCCTGEECTC
CCCTGEECTC
CCCTGEECTC
CCCTGEECTC
CCCTGEECTC
CCCTGEECTC
CCCTGEECTC

5540

158

5450
GGCCTTCCCA
GGCCTTCCCA
GGCCTTCCCA
GGCCTTCCCA
GGCCTTCCCA

5500
CCGAAATATT
CCGAAATATT
CCGAAATATT
CCGAAATATT
CCGAAATATT
CCGAAATATT
CCGAAATATT
CCGAAATATT
CCGAAATATT
CCGAAATATT
CCGAAATATT
CCGAAATATT
CCGAAATATT
CCGAAATATT
CCGAAATATT
CCGAAATATT
CCGAAATATT

5550

5460
GACTGTGCTA
GACTGTGCTA
GACTGTGCTA
GACTGTGCTA
GACTGTGCTA

5510

5470
TATGTTGGGA
TATGTTGGGA
TATGTTGGGA
TATGTTGGGA
TATGTTGGGA

5520

AGTATATAAC AAAACCATCT
AGTATATAAC AAAACCATCT
AGTATATAAC AAAACCATCT
AGTATATAAC AAAACCATCT
AGTATATAAC AAAACCATCT
AGTATATAAC AAAACCATCT
AGTATATAAC AAAACCATCT
AGTATATAAC AAAACCATCT
AGTATATAAC AAAACCATCT
AGTATATAAC AAAACCATCT
AGTATATAAC AAAACCATCT
AGTATATAAC AAAACCATCT
AGTATATAAC AAAACCATCT
AGTATATAAC AAAACCATCT
AGTATATAAC AAAACCATCT
AGTATATAAC AAAACCATCT
AGTATATAAC AAAACCATCT

5560

CCAGCTCTGG ACCCGECCTC
CCGGCTCTGG ACCCGGTCTC
CCAGCTCTGG ACCCGECCTC
CCAGCTCTGG ACCCGECCTC
CCAACTCTGG ACCCGGTCTC
CCAGCTCTGG ACCCGGTICTC
CCAGCTCTGG ACCCGECCTC
CCAGCTCTGG ACCCGECCTC
CCAGCTCTGG ACCCGECCTC
CCAGCTCTGG ACCCGECCTC
CCAGCTCTGG ACCCGECCTC
CCAGCTCTGG ACCCGECCTC
CCAGCTCTGG ACCCGECCTC
CCAGCTCTGG ACCCGECCTC
CCAGCTCTGG ACCCGECCTC
CCAGCTCTGG ACCCGECCTC
CCAGCTCTGG ACCCGECCTC

5580 5590

AACTCGTICCT
AACACGTCCT
AACACGTCCT
AACACGTCCT
AACACGTCCT
AACACGTCCT

CGTTTAACAC
TGTTTAACAC
CGTTTAACAC
CGTTTAACAC
TGTTTAACAC
TGTTTAACAC

GCCCTCCCGG ACGCCCAAAT
GCCCTCCCGG ACGCCCAAAT
GCCCTCCCGG ACGCCCAAAT

5570
CTTCTGEGIC
CTTCTGEGIC
CTTCTGEGIC
CTTCTGEGIC



JAP
BEL
AST
M1
M2
M3

JAP
BEL
AST
M1
M2
M3

JAP
BEL
AST
M1
M2
M3

JAP
BEL
AST
M1
M2
M3

JAP
BEL
AST
M1
M2
M3

JAP
BEL
AST
M1
M2
M3

5630

5640

GITGITGITC AATGITTCTC
GITGITGITC AATGITTCTC
GITGITGITC AATGITTCTC
GITGITGITC AATGITTCTC
GITGITGITC AACGITTCTC
GITGITGITC AACGITTCTC

5680
CCCTGGITAA
CCCTGGITAA
CCCTGGITAA
CCCTGGITAA
CCCTGGITAA
CCCTGGITAA

5730

5690
TCTCTCTACG
TCTCTCTACG
TCTCTCTACG
TCTCTCTACG
TCTCTCTACG
TCTCTCTACG

5740

CGTAGTCCCG TCGCGECCCT
CCCAGTCCCG TCGCAGCCCT
CGTAGTCCTG TCGCGECCCT
CGTAGTCCCG TCGCAGCCCT
CGCAGICCTG CCGCAGCCCT
CGCAGTCCCG TCGCAGCCCT

5780
CACTGGCATT
CACTGGAATT
CACTGGAATT
CACTGGAATT
CACTGGAATT
CACTGGAATT

5830
CCCTGATCCA
CCCTGATCCA
CCCTGATCCA
CCCTGATCCA
CCCTGATCCA
CCCTGATCCA

5880
AATCAGACCC
AACCAGACCC
AACCAGACCC
AACCAGACCC
AACCAGACCC
AACCAGACCC

5790
AATGTGECCG
AATGTAGCCG
AAAGTAGCCG
AATGTGECCG
AATGTAGCCG
AATGTAGCCG

5840
CGITCTGGAG
CGITCTGGAG
CGITCTGGAA
CGITCTGGAG
CGITCTGGAG
CGITCTGGAG

5890
ACTATAATTT
ATTATAATTT
ACTATAATTT
ACTATAATTT
ACTATAATTT
ACTATAATTT

159

5650
AAGGCAACGC
AAGGCAACGC
AAGGCAACGC
AAGGCAACGC
AAGGCAACGC
AAGGCAACGC

5700
GCTTCCTCCG
GITTCCTCCG
GCTTCCTCCG
GCTTCCTCCG
GCTTCCTCCG
GCTTCCTCCG

5750
GACCTTAGCEC
GACCTTAGGEC
GACCTTAGGT
GACCTTAGCEC
GACCTTGGEC
GACCTTAGGEC

5800
TGTCTGCCCT
TGTCTGCCCT
TGTCTGCCCT
TGTCTGCCCT
TGTCCGCCCT
TGTCTGCCCT

5850
CAAGATCAGC
CAAGATCAGC
CAAGATCAGC
CAAGATCAGC
CAAGATCAGC
CAAGATCAGC

5900
GCTTAATGTIG
GCTTAATGTIG
GCTTAATGTIG
GCTTAATGTIG
GCTTAATGTIG
GCTTAATGTIG

5660
CTTGITATTA
CTTATTATTA
CTTGITATTA
CTTGITATTA
CTTATTATTA
CTTATTATTG

5710
CCCCTCCTAC
CCCCTCCTAC
CCCCTCCTAC
CCCCTCCTAC
CCCCTCCTAC
CCCCTCCTAC

5760
CTAGCCCTGT
CTAGCCCTGT
CTAGCCCTGT
CTAGCCCTGT
CTAGCCCTGT
CTAGCCCTGT

5810
TAGCCATCAG
TAGCCATCAG
TAGCCATCAG
TAGCCATCAG
TAGCCATCAG
TAGCCATCAG

5860
AACGCTTGAT
AACGCTTGAT
AACGCTTGAT
AACGCTTGAT
AACGCTTGAT
AACGCTTGAT

5910
GCCTCTGTGG
GCCTCTGTGG
GCCTCTGTGG
GCCTCTGTGG
GCCTCTGTGG
GCCTCTGTGG

5670
CCTCCTATCT
CCCCCTATCT
CCTCCTATCT
CCTCCTATCT
CCCCCTATCT
CCCCCTATCT

5720
CCGGGTCAGA
CCGGGTCAGA
CCGGGTCAGG
CCGGGTCAGA
CCGGGTCAGA
CCGGGTCAGA

5770
CAGT GEEECT
CAGT GEEECT
CAGT GEEECT
CAGT GEEECT
CAGT GEEECT
CAGT GEGEECT

5820
AGACTCACCT
AGACTCACCT
AGACTCACCT
AGACTCACCT
AGACTCACCT
AGACTCACCT

5870
CACAGCAATT
CACAGCAATT
TACAGCAATT
CACAGCAATT
CACAGCAATT
CACAGCAATT

5920
TTGCCCAGAA
TTCCCCAGAA
TCGCCCAGAA
TTGCCCAGAA
TCGCCCAGAA
TCGCCCAGAA



JAP
BEL
AST
M1
M2
M3

JAP
BEL
AST
M1
M2
M3

JAP
BEL
AST
M1
M2
M3

JAP
BEL
AST
M1
M2
M3

JAP
BEL
AST
M1
M2
M3

JAP
BEL
AST
M1
M2
M3
FLK

5930
CCGACGEEEG
CCGACGEEEG
CCGACGEEEG
CCGACGEEEG
CCGACGEEEG
CCGACGEEEG

5980
GTCCCACAAT
GTCCCACAAT
GTCCCACAAT
GTCCCACAAT
GTCCCACGAT
GTCCCACAAT

6030
ATTATCCTCC
ATTATCCGCC
ATCATCCGCC
ATTATCCGCC
ATTATCCGCC
ATTATCCGCC

6080
CTGGCAGT GG
CTGGCAGT GG
CTGGCAGT GG
CTGGCAGT GG
CTGGCAATGG
CTGGCAGT GG

6130
AAACCATTCA
AAACCATTCA
AAACCATTCA
AAACCATTCA
AAACCATTCA
AAACCATTCA

6180
TTCCTGECCC
TTCCTGECCC
TTCTTGECCC
TTCCTGECCC
TTCTTGECCC
TTCTTGECCC

5940
CTTGATTGGT
CTTGATTGGT
CTTGATTGGT
CTTGATTGGT
CTTGATTGGT
CTTGATTGGT

5990
TAATGAGCCT
CAATGAACCT
CAATGAACCT
TAATGAGCCT
CAATGAACCT
CAATGAACCT

6040
GCGGTGATCT
TCGGTGATCT
TCGGTGATCT
TCGGTGATCT
TCGGTGATCT
TCGGTGATCT

6090
CCCTGGAATT
CCCTGGAATT
CCCTGGAATT
CCCTGGAATT
CCCTGGAATT
CCCTGGAATT

6140
TTCTGITCTA
TTCTGITCTA
TTCCGITCTA
TTCTGITCTA
TTCTGITCTA
TTCTGITCTA

6190
CCTGCCTGAT
CCTGCCTGAT
CCTGCCTGAT
CCTGCCTGAT
CCTGCCTGAT
CCTGCCTGAT

160

5950
TGTACATCCG
TGTACATCCG
TGTACATCCG
TGTACATCCG
TGTACATCCG
TGTACATCCG

6000
TGCTGITTCC
TGCTGITTCC
TGCTGITTCC
TGCTGITTCC
TGCTGITTCC
TGCTGITTCC

6050
CCAGCCTCTC
CCAGCCTCTC
CCAGCCTCTC
CCAGCCTCTC
CCAGCCTCTC
CCAGCCTCTC

6100
GGGATCTGGEG
GGGATCTGGEG
GGCGATCTGGEG
GGCGATCTGGEG
GGGATCTGGEG
GGGATCTGGEG

6150
AGCCTGTITCC
AGCCTATTCC
AGCCTGTITCC
AGCCTGTITCC
AGCCTATTCC
AGCCTATTCC

6200
AAAATCCTTG
AAAATCCTTG
AAAATCCTTG
AAAATCCTTG
AAAATCCTTG
AAAATCCCTG

5960
GCTGGGITTT
GCTGGGITTT
GCTGGGITTT
GCTGGGITTT
GCTGGGITTT
GCTGGGITTT

6010
TGCGCATTCA
TACGCATTCA
TGCGCATTCA
TGCGCATTCA
TGCGCATTCA
TGCGCATCCA

6060
TCGCAAAGAG
TCGCAAAGAG
TCGCAAAGAG
TCGCAAAGAG
TCGCAAAGAG
TCGCAAAGAG

6110
GCTCACTGCC
GCTCACCGECC
ACTCACTGCC
GCTCACTGCC
GCTCACCGECC
GCTCACCGECC

6160
TATTAGCCCT
TATTAGCCCT
TATTAGCCCT
TATTAGCCCT
TATTAGCCCT
TATTAGCCCT

6210
ACCTCTCGCC
ACCTCTCGCC
ACCTCTCGCC
ACCTCTCGCC
ACCTCTCGCC
ACCTCTCGCC

5970
CAAAGCCTAT
CAAAGCCTAT
CAAAGCCTAT
CAAAGCCTAT
CAAAGCCTAT
CAAAGTCTAT

6020
AAATGACTCC
AAATGACTCC
AAACGACTCC
AAATGACTCC
AAATGACTCC
AAATGACTCC

6070
TCTCTACAGA
TCTCTACAGA
TCTCTACAGA
TCTCTACAGA
TCTCTACAGA
TCTCTACAGA

6120
TGGGTGCGAG
TGGGTGCGAG
TGGGTGCGAG
TGGGTGCGAG
TGGGTGCGAG
TGGGTGCCEEG

6170
TTTTTTGCTC
TTTTTTGCTC
TCTTTTGCTC
TTTTTTGCTC
TTTTTTGCTC
TTTTTTGCTC

6220
TTTTAAAGCT
TTTTAAAACT
TTTCAAAGCT
TTTTAAAGCT
TTTTAAAACT
TTTTAAAACT
TTTTAAAGCT



JAP
BEL
AST
M1
M2
M3
FLK

JAP
BEL
AST
M1
M2
M3
FLK

JAP
BEL
AST
M1
M2
M3
FLK

6230
CCTCCGGCAG
CCTCCGGCAG
CCTCCGGCAG
CCTCCGGCAG
CCTCCGGCAG
CCTCCGGCAG
CCTCCGGCAG

6280
ATTCTGATTA
ATTCTGATTA
ATTCTGATTA
ATTCTGATTA
ATTCTGATTA
ATTCTGATTA
ATTCTGATTA

6330
CTCTCCCCCG
CTCTCCCCCG
CTCTCCCCCA
CTCTCCCCCG
CTCTCCCCCA
CTCTCCCCCA
CTCTCCCCCG

6240
GCTCCCCACT
GCTCCCCACT
GCTCCCCACT
GCTCCCCACT
GCTCCCCACT
GCTCCCCACT
GCTCCCCACT

6290
TCAGGCCTTG
TCAGGCCTTG
TCAGGCCTTG
TCAGGCCTTG
TCAGGCCTTG
TCAGGCCTTG
TCAGGCCTTG

6340
TCAAACCCGA
TCAAACCCGA
CCAAACCCGA
TCAAACCCGA
CCAAACCCGA
CCAAACCCGA
TCAAACCCGA

161

6250
TCCCTGAAAT
TCCCTGAAAT
TCCCTGAGAT
TCCCTGAAAT
TCCCTGAAAT
TCCCTGAAAT
TCCCTGAAAT

6300
CTACCATCTG
CTACCATCTG
CTACCGTCAG
CTACCATCTG
CTACCATCCG
CTACCGTCTG
CTACCATCTG

6350
TTACATCAAC
TTACATCAAC
TTACATCAAC
TTACATCAAC
TTACATCAAC
TTACATCAAC
TTACATCAAC

6260
CTCCTTAACC
CTCCTTCCCC
CTCCTTCCCC
CTCCTTAACC
CTCCTTGGCC
CTCCTTCCCC
CTCCTTAACC

6310
CACCAGAGAT
CACCAGAGAT
CACCAGAGAT
CACCAGAGAT
CGCCAGAGAT
CGCCAGAGAT
CACCAGAGAT

6360
CTCCGACCCT
CTCCGACCCT
CTTCGACCCT
CTCCGACCCT
CTTCGACCCT
CTTCGACCCT
CTCCGACCCT

6270
CCTAAACCCG
CCTAAACCCG
CCTAAACCCG
CCTAAACCCG
CCTAAACCCG
CCTAAACCCG
CCTAAACCCG

6320
CTACTCTCAC
CTACTCTCAC
CTACTCTCAC
CTACTCTCAC
CTACTCTCAC
CTACTCTCAC
CTACTCTCAC

6370
GCCCTTGA- -
GCCCTTGA- -
GCCCTTGA- -
GCCCTTGA- -
GCCCTTGA- -
GCCCTTGA- -
GCCCTTGA- -



162

9.2. AS-Sequenzvergleich von ausgewahlten BLV-Provirusabschnitten der env-Region

JAP
BEL
AST
M1
M2
M3
FLK

JAP
BEL
AST
M1

M2

M3

2

45
134
15313
167
41335
574
68-14
68-18
6869
FLK

JAP
BEL
AST
M1
M2
M3

45
134
15313
159
167
41335
574
68-14
68-18
6869
FLK

10
MPKERRSRRR
MPKERRSRRR
MPKERRSRRR
MPKKRRSRRR
MPKERRSRRR
MPKERRSRRR
MPKERRSRRR

60

20
PQPI | RW/SL
PQPI | RW/SL
PEPI | RW/SL
PQPI | RW/SL
PQPI | RW/SL
PQPI | RW/SL
PQPI | RW/SL

70

QEAKFSI SI D Q LEAHNQSP
QEAKFSI SI D Q LEAHNQSP
QEAKFSI SI D Q LEAHNQSP
QEAKFSI SI D Q LEAHNQSP
QEAKFSI Al D Q LEAHNQSP

QEAKFFI SI D Q LEAHNQSP

QEAKFSI SI D

110
GARAWTYDC
GARAWTYDC
GARAWTYDC
GARAWTYDC
GARAWTYDC
GARAWTYDC
GARAWTYDC
GARAWTYDC
GARAWTYDC
GARAWTYDC
GARAWTYDC
GARAWTYDC
GARAWTYDC
GARAWTYDC
GARAWTYDC
GARAWTYDC
GARAVVTYDC
GARAWTYDC
GARAWTYDC

Q LEAHNQSP

120
EPRCPYVGAD
EPRCPYVGAD
EPRCPYVGAD
EPRCPYVGAD
EPRCPYVGAD
EPRCPYVGAD
EPRCPYVGAD
EPRCPYVGAD
EPRCPYVGAD
EPRCPYVGAD
EPRCPYVGAD
EPRCPYVGAD
EPRCPYVGAD
EPRCPYVGAD
EPRCPYVGAD
EPRCPYVGAD
EPRCPYVGAD
EPRCPYVGAD
EPRCPYVGAD

30
TLTLLALCRP
TLTLLALCQP
TLTLLALCQP
TLTLLALCRP
TLTLLSLCQP
TLTLLALCQP
TLTLLALCRP

80
FCAKSPRYTL
FCPRSPRYTL
FCAKSPRYTL
FCAKSPRYTL
FCPRSPRYTL
FCPRSPRYTL

FCAKSPRYTL

130
RFDCPHWDNA
HFDCPHW\DNA
RFDCPHWDNA
RFDCPHWDNA
HFDCPHW\DNA
HFDCPHW\DNA
HFDCPHW\DNA
RFDCPHWDNA
RFDCPHWDNA
RFDCPHWDNA
HFDCPHW\DNA
RFDCPHWDNA
RFDCPHWDNA
HFDCPHW\DNA
RFDCPHWDNA
RFDCPHWDNA
RFDCPHWDNA
HFDCPHW\DNA
RFDCPHWDNA

40
| QTWRCSL SL
| QTWRCSL SL
| QTWRCSL SL
| QTWRCSL SL
| QTWRCSL SL
| QTWRCSL SL
| QTWRCSL SL

90
DSVNGYPKI Y
DFVNGYPKI Y
DSVNGYPKI Y
DSVNGYPKI Y
DFVNGYPKI Y
DFVNGYPKI Y

DSVNGYPKI Y

140
SQADQGSFYV
SQADQGSFYV
SQADQGSFYV
SQADQGSFYV
SQADQGSFYV
SQADQGSFYV
SQADQGSFYV
SQADQGSFYV
SQADQGSFYV
SQADQGSFYV
SQADQGSFYV
SQADQGSFYV
SQADQGSFYV
SQADQGSFYV
SQADQGSFYV
SQADQGSFYV
SQADQGSFYV
SQADQGSFYV
SQADQGSFYV

50
GNQQUWWTASN
GNQOWMTTYN
GNQOWMTAYN
GNQOWMTAYN
GNQOWMTTYN
GNQOWMTTYN
GNQOWMTAYN

100
WPPPQGRRRF
WPPPQGRRRF
WPPPQGRRRF
WPPPQGRRRF
WPPPQGRRRF
WPPPQGRRRF

- - - PQGRRRF
- - - PQGRRRF
- - - PQGRRRF
- - - PQGRRRF
- - - PQGRRRF
- - - PQGRRRF
- - - PQGRRRF
- - - PQGRRRF
- - - PQGRRRF

- - - PQGRRRF
WPPPQGRRRF

150
NHQI LFLHLK
NHQ LFLHLK
NHQ LFLHLK
NHQ LFLHLK
NHQ LFLHLK
NHQTLFLHLK
DHQ LFLHLK
NH
NHQI LFLHLK
NHQ LFLHVK
NHQ LFLHLK
NH-
NHQI LFLHLK
NHQl LFLHLK
NHQ LFLHLK
NHQ LFLHLK
NHQl LFLHLK
NHQl LFLHLK
NHQl LFLHLK



JAP
BEL
AST
M1
M2
M3

45
134
15313
167
41335
574
68-14
68-18
6869
FLK

JAP
BEL
AST
M1
M2
M3

45
134
15313
167
41335
574
68-14
68-18
6869
FLK

JAP
BEL
AST
M1
M2
M3

160 170
QCHG FTLTW EI WGYDPLI T
QCHG FTLTW EI WGYDPLI T
QCHG FTLTW EIl WGYDPLI T
QCHG FTLTW EIl WGYDPLI T
QCHG FTLTW EI WGYDPLI T
QCHG FTLTW EI WGYDPLI T
QCHG FTLTW EIl WGYDPLI T
QCHG FTLTW EIl WGYDPLI T
QCHG FTLTW EIl WGYDPLI T
QCHG FTLTW EIl WGYDPLI T
QCHG FTLTW EIl WGYDPLI T
QCHG FTLTW EIl WGYDPLI T
QCHG FTLTW EIl WGYDPLI T
QCHG FTLTW EIl WGYDPLI T
QCHG FTLTW EIl WGYDPLI T
QCHG FTLTW EI WGYDPLI T
QCHG FTLTW EI WGYDPLI T

163

180 190
FSLHKI PDPP QPDFPQLNSD
FSLHKI PDPP QPDFPQLNSD
FSLHKI PDPP QPDFPQLNSD
FSLHKI PDPP QPDFPQLNSD
FSLHKI PDPP QPDFPQLNSD
FSLHKI PDPP QPDFPQLNSD
FSLHKI PDPP QPDFPQLNSD
FSLHKI PDPP QPDFPQLNSD
FSLHKI PDPP QPDFPQLNSD
FSLHKI PDPP QPDFPQLNSD
FSLHKI PDPP QPDFPQLNSD
FSLHKI PDPP QPDFPQLNSD
FSLHKI PDPP QPDFPQLNSD
FSLHKI PDPP QPDFPQLNSD
FSLHKI PDPP QPDFPQLNSD
FSLHKI PDPP QPDFPQLNSD

210
LLNQTARAFP
LLNQTARAFP
LLNQTARAFP
LLNQTARAFP
LLNQTARAFP
LLNQTARAFP
FLNQTARAFP
LLNQTARAFP
LLNQTARAFP
LLNQTARAFP
LLNQTARAFP
LFNQTARAFP
LLNQTARAFP
LLNQTARAFP
LLNQTARAFP
LLNQTARAFP
LLNQTARAFP

260

220
DCAI CVWEPSP
DCAI CVWEPSP
DCAI CVWEPSP
DCAI CVWEPSP
DCAI CVWEPSP
DCAI CVWEPSP
DCAI CVWEPSP
DCAI CVWEPSP
DCAI CVWEPSP
DCAI CVWEPSP
DCAI CVWEPSP
DCAI CVWEPSP
DCAI CVEPSP
DCAI CVEPSP
DCAI CVEPSP
DCAI CVEPSP
DCAI CV\EPSP

270

NSSSFNTTQG WHHPSQRLLF
NTSLFNTTQG WHHPSQRLLF
NTSSFNTTQG WHHPSQRLLF
NTSSFNTTQG WHHPSQRLLF
NTSLFNTTQG WHHPSQRLLF
NTSLFNTTQG WHHPSQRLLF

FSLHKI PDPP

230
PWAPEI LVYN
PWAPEI LVYN
PWAPEI LVYN
PWAPEI LVYN
PWAPEI LVYN
PWAPEI LVYN
PWAPEI LVYN
PWAPEI LVYN
PWAPEI LVYN
PWAPEI LVYN
PWAPEI LVYN
PWAPEI LVYN
PWAPEI LVYN
PWAPEI LVYN
PWAPEI LVYN
PWAPEI LVYN
PWAPEI LVYN

280
NVSQGNALL L
NVSQGNALL L
NVSQGNALL L
NVSQGNALL L
NVSQGNALL L
NVSQGNALL L

QPDFPQLNSD

240
KTI SSSGPGL
KTI SGSGPGL
KTI SSSGPGL
KTI SSSGPGL
KTI SNSGPGL
KTI SSSGPGL
KTI SSSGPGL
KTI SSSGPGL
KTI SSSGPGL
KTI SSSGPGL
KTI SSSGPGL
KTI SSSGPGL
KTI SSSGPGL
KTI SSSGPGL
KTl SSSGPGL
KTI SSSGPGL
KTI SSSGPGL

290
PPI SLVNLST
PPI SLVNLST
PPI SLVNLST
PPI SLVNLST
PPI SLVNLST
PPI SLVNLST

200
W/PSVRSVWAL
W/PSVRSVWAL
W/PSVRSVWAL
W/PSVRSVWAL
W/PSVRSVWAL
W/PSVRSVWAL
W/PSVRSVWAL
W/PSVRSVWAL
W/PSVRSVWAL
W PSVRSVWAL
W/PSVRSVWAL
W/PSVRSVWAL
W/PSVRSVWAL
W/PSVRSVWAL
W/PSVRSVWAL
W/PSVRSVWAL
W/PSVRSVWAL

250
ALPDAQ FW/
ALPDAQ FW/
ALPDAQ FW/
ALPDAQ FW/
ALPDAQ FW/
ALPDAQ FW/

300
ASSAPPTRVR
VSSAPPTRVR
ASSAPPTRVR
ASSAPPTRVR
ASSAPPTRVR
ASSAPPTRVR



JAP
BEL
AST
M1
M2
M3

JAP
BEL
AST
M1
M2
M3

JAP
BEL
AST
M1
M2
M3

JAP
BEL
AST
M1
M2
M3
FLK

JAP
BEL
AST
M1
M2
M3
FLK

310
RSPVAALTLG
RSPVAALTLG
RSPVAALTLG
RSPVAALTLG
RSPAAALTLG
RSPVAALTLG

360
NQTHYNLLNV
NQTHYNLLNV
NQTHYNLLNV
NQTHYNLLNV
NQTHYNLLNV
NQTHYNLLNV

410

460
FLAPCLI KCL
FLAPCLI KCL
FLAPCLI KCL
FLAPCLI KCL
FLAPCLI KCL
FLAPCLI KCL
FLAPCLI KCL

510
LSPVKPDYI N
LSPTKPDYI N
LSPTKPDYI N
LSPVKPDYI N
LSPTKPDYI N
LSPTKPDYI N
LSPVKPDYI N

320
LALSVG.TGE
LALSVG.TGE
LALSVG.TGE
LALSVG.TGE
LALSVGA.TGE
LALSVGA.TGE

370
ASWAQNRRG
ASWAQNRRG
ASWAQNRRG
ASWAQNRRG
ASWAQNRRG
ASWAQNRRG

420

164

330 340
NVAVSALSHQ RLTSLI HVLE
NVAVSALSHQ RLTSLI HVLE
KVAVSALSHQ RLTSLI HVLE
NVAVSALSHQ RLTSLI HVLE
NVAVSALSHQ RLTSLI HVLE
NVAVSALSHQ RLTSLI HVLE

380 390
LDW.YI RLGF QSLCPTI NEP
LDW.YI RLGF QSLCPTI NEP
LDW.YI RLGF QSLCPTI NEP
LDW.YI RLGF QSLCPTI NEP
LDW.YI RLGF QSLCPTI NEP

LDW.YI RLGF

430

SQRVSTDWOWN PWNDLGLTA
SQRVSTDWON PWNDLGLTA
SQRVSTDWON PWNDLGLTA
SQRVSTDWON PWNDLGLTA
SQRVSTDWON PWNDLGLTA
SQRVSTDWON PWNDLGLTA

470 480
TSRLLKLLRQ APHFPEI SLT
TSRLLKLLRQ APHFPEI SFT
TSRLSKLLRQ APHFPEI SFP
TSRLLKLLRQ APHFPEI SLT
TSRLLKLLRQ APHFPEI SLA
TSRLLKLLRQ APHFPEI SFP
TSRLLKLLRQ APHFPEI SLT

QSLCPTI NEP

440
WV/RETI HSVL
WV/RETI HSVL
WV/RETI HSVL
WV/RETI HSVL
WV/RETI HSVL
WV/RETI HSVL

490
PKPDSDYQAL
PKPDSDYQAL
PKPDSDYQAL
PKPDSDYQAL
PKPDSDYQAL
PKPDSDYQAL
PKPDSDYQAL

350

QDQQRLI TAI
QDQQRLI TAI
QDQQRLI TAI
QDQQRLI TAI
QDQQRLI TAI
QDQQRLI TAI

400
CCFLRI QN\DS
CCFLRI Q\DS
CCFLRI Q\DS
CCFLRI Q\DS
CCFLRI Q\DS
CCFLRI Q\DS

450
SLFLLALFLL
SLFLLALFLL
SLFLLALLLL
SLFLLALFLL
SLFLLALFLL
SLFLLALFLL

500
LPSAPEI YSH
LPSAPEI YSH
LPSAPEI YSH
LPSAPEI YSH
LPSAPEI YSH
LPSAPEI YSH
LPSAPEI YSH
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9.3. DNA-Sequenzvergleich von ausgewéahlten BLV-Provirusabschnitten der pol-Region
(Np 4101-4900)

4110 4120 4130 4140 4150
JAP  GTGTGAAACC TGCCAAAAGC TTAATCCAAC TGGAGGAGGA AAGATGCGAA
BEL  GTGTGAAACC TGTCAAAGGC TCAATCCAAC TGGAGGTGEG AAGATGOGAA
AST  GTGTGAAACC TGTCAAAGGC TCAACCCAAC TGGAGGCGGA AAGATGOGGA
68  ce------- TGCCAAAAGC TTAAGCCAAC TGGAGGAGGA AACATGOGAA

4160 4170 4180 4190 4200
JAP  CTATTCAGAG AGGGTGGGCC COGAATCATA TTTGGCAGGC CGATATAACC
BEL  CTATTCAGAG AGGGTGGGCC CCGAATCATA TTTGGCAGGC CGATATAACC
AST  CTATTCAGAG AGGGTGGGCC CCAAATCATA TCTGGCAGGC CGATATAACT
68  CTATTCAGAG AGGGTGGGOC COGAATCACA TTTGGCAGGC CGATATAACC
7153 J Y e - TTGGCAGGC CGATATAACC

4210 4220 4230 4240 4250
JAP  CATTATAAAT ACAAACAGTT CACCTACGCT CTGCATGTGT TTGTAGATAC
BEL  CATTATAAAT ACAAACAGIT CACCTACGCT TTGCACGTGT TTGTAGATAC
AST  CATTATAAAT ACAAACAGTT CACCTACGCT TTGCACGTGT TTGTAGATAC
68  CATTATAAAT ACAAACAGTT CACCTACGCT CTGCATGTGT TTGTAGATAC
15313 CATTATAAAT ACAAACAGTIT CACCTACGCT TTGCACGTGT TTGTAGATAC

4260 4270 4280 4290 4300
JAP  TTACTCTGGA GCTACTCATG CCTCGGOGAA GOGTGGGCTC ACCACTCAAA
BEL  TTACTCTGGA GCTACTCATG CCTCAGCAAA GCGAGGGCTC ACCACTCAAA
AST  TTACTCTGGA GCTACTCATG CCTCAGCAAA GOGAGGGCTC ACCACTCAAA
68  TTACTCTGGA GCTACTCATG CCTCGGOGAA GCGTGGGCTC ACCACTCAAA
15313 TTACTCTGGA GCTACTCATG CCTCAGCAAA GCGAGGGCTC ACCACTCAAA

4310 4320 4330 4340 4350
JAP  CGACCATTGA GGGCCTTCTT GAGGCCATAG TGCATCTGGG TCGCCCAAAA
BEL TGACCATTGA GGGCCTTCTA GAGGCCATAG TGCATCTGGG TCGTCCAAAA
AST  CGACCATTGA GGGCCTTCTT GAGGCCATAG TGCATCTAGG TCGTCCAAAA
68  CGACCATTGA GGGCCTTCTT GAGGOCATAG -----=---= —--—oo--x-
15313 TGACGATTGA GGGCCTTCTG GAGGOGATAG TGCATCTGGG CCGACCAAAA

4360 4370 4380 4390 4400
JAP  AAGCTAAACA CTGACCAAGG TGCAAACTAC ACCTCCAAAA CCTTTGTCAG
BEL  AAGCTAAACA CTGACCAAGG CGCAAACTAC ACCTCCAAAA CCTTTGTCAG
AST  AAGCTAAACA CCGACCAAGG TGCTAACTAC ACCTCCAAAA CCTTTGTCAG
15313 AAGCTAAACA CTGACCAAGG CGCAAACATC ACCTCCAAAA CCTTTGTCAG

4410 4420 4430 4440 4450
JAP  GTTTTGCCAG CAGTTCGGAG TTTCCCTTTC TCATCATGTT CCCTACAACC
BEL  GTTTTGOCAG CAGTTCGGAA TTTCCCTTTC TCATCACGTT CCCTACAACC
AST  GTTTTGCCAG CAGITCGGAA TTTCCCTTTC TCATCATGTT CCCTACAACC
15313 GTTTTGOCAG CAGTTCGGAG TTTCCCTTTC - --=-- === —==c--zno-



JAP
BEL
AST
15313

JAP
BEL
AST
15313

JAP
BEL
AST
15313

JAP
BEL
AST
68
15313

JAP
BEL
AST
68
15313

JAP
BEL
AST
68
15313

JAP
BEL
AST
68
15313

4510
CTATCTAAAT
TTGTCTAAAT
TTGTCTAAAT
CTTTCTAAAT

4560
TTCTCGAGCC
TTCTCGAGCC
TTCTCGAGCC
TTCTCGAGCC

4610
AGACCAGATG
AGACCAGATG
AGACCAGATG

AGACCAGATG

4660
GGCGGAGAAA
GGCGGAGAAA
GGCGGAGAAA
GGCGGAGAAA
GGCGGAGAAG

4710
CGGGCAAAAC
CGGGCAAAAC
CGGGCAAAAC
CGGGCAAAAC
CGGGCAAAAC

4760
CCTCGGGAGG
CCTCGGGAGG
CCTCGGGAGG
CCTCGGGAGG
CCTCGGGAGG

4520
ATCACCTAGA
ATCACCTAGA
ATCACTTAGA
ATCACCTAGA

4570
CTCTGGACTC
CTCTGGACTC
CTCTGGACTC
CTCTGGACTC

4620
GGAGCTACAC
GGAGITACAC
GGAGCTACAC

GGAGITACAC

4670
CACCCAAGGG
CACCCAAGGG
CACCCAAGGG
CACCCAAGGG
CACCCAAGGG

4720
AATCGTCGGT
AATCGTCGGT
AATCGTCGGT
AATCGTCGGT
AATCGTCGGT

4770
CGCTCTCCTG
CGCCCTCCTG
CGCTCTCCTG
CGCTCTCCTG
CGCCCTCCTG

166

4480
GAACGGACAA
GAGCGGACAA
GAACGGACAA
GAACGGACAA

4530
CGAACCCCAC
CGAACCCCAC
CGAACCCCAC
CGAACCCCAC

4580
ACAATCAGAT
ACAATCAGAT
ACAATCAGAT
ACAATCAGAT

4630
CATTCACCCC
CATTCACCCC
CATTCACCCC

CATTCACCTC

4680
CTCTGATAAA
CTCTGATAAA
CTCTGATAAA
CTCTGATAAA
CTCTGATAAA

4730
GGCTAGGACC
GGCTAGGACC
GGCTAGGACC
GGCTAGGACC
GGCTAGGACC

4780
GCTACTGACC
GCTACTAACC
GCTACCAACC
GCTACTGACC
GCTACTAACC

4690
CTCTTTTTGT
CTCTTTTTGT
CTCTTTTTGT
CTCTTTTTGT
CTCTTTTTGT

4740
ACTCCCGECC
TCTCCCGEECC
ACTCCCGECC
ACTCCCGECC
TCTCCCGEECC

4790
CCCCCGTGIG
CCCCCGTGIG
CCCCCGTGIG
CCCCCGIGIG
CCCCCGTGIG

4500
CAAACTTCTT
CAAACTTCTT
CAAACTTCTT
CAAACTTGTT

4550
CTCAGGECCCT
CTCAGGECCCT
CTCAGGECCCT
CTCAGGECCCT

4600
CCAATTCTAA
CCAATTCTAA
CCAATTCTAA
CCAATTCTAA

4650
CATTTCAGAG
CATTTCAGAG
CATTTCAGAG

CATTTCAGAG

4700
ACTTGCTCCC
ACAAGCTCCC
ACAAGCTCCC
ACAAGCTCCC
ACAAGCTCCC

4750
CTAGICGAAG
CTAGICGAAG
CTAGICGAAG
CTAGICGAAG
CTAGICGAAG

4800
GGITCCCTGG
GGITCCCTGG
GGITCCCTGG
GGITCCCTGG
GGITCCCTGG



4810 4820
JAP  CGITTGCTGA AAGCCTTCAA
BEL  CGITTGCTAA AAGCCTTCAA
AST  CGITTGCTGA AGGCCTTCAA
68 CGTTTGCTGA AAGCCTTCAA
15313 CGITTGCTAA AAGCCTTCAA

4860 4870
JAP  CCACAACCGA TCATCAGATG
BEL  CCACAACCGA TCATCAGATG
AST  CCCGAACCGA TCATCAGATG
15313 COCGAACCGA TCATCAGATG

167

4830 4840 4850
ATGCCTAAAG AACGACGGTC CCGAAGACGC
ATGOCCAAAG AACGACGGTC CCGAAGACGC
ATGCCTAAAG AACGACGGTC CCGAAGACGC
ATGOCTAAAG AA- - -~ - === mmm e e
ATGOCCAAAG AACGACGGTC CCAAAGACGC

4880 4890 4900
GGTAAGTCTC ACTCTCACTC TCCTCGCTCT
GGTAAGTCTC ACTCTTACTC TCCTCGCTCT
GGTAAGTCTC ACTCTCACTC TCCTCGCTCT
GGTAAGTCTC ACTCTCACTC TG -------



168

9.4. As-Sequenzvergleich von ausgewé&hlten BLV-Provirusabschnitten der pol-Region
(Np 4101-4900, As-Positionen beginnend ab prt/pol-Frameshift [Np 2332-2338]; Hatfield et

al., 1989)
595 605 615 625 635
JAP - -CETOQKLN PTGGGKVMRTI QRGWAPNHI W QADI THYKYK QFTYALHVFV
BEL  -- CETCQRLN PTGGGKMRTI QRGAAPNHI W QADI THYKYK QFTYALHVFV
AST  --CETCQRLN PTGGGKMRTI QRGWAPNHI W QADI THYKYK QFTYALHVFV
68  ----- OQKLK PTGGGNMRTI  QRGWAPNHI W QADI THYKYK QFTYALHVFV
g J 1 QADI THYKYK QFTYALHVFV
645 655 665 675 685
JAP  DTYSGATHAS AKRGLTTQIT | EGLLEAI VH LGRPKKLNTD QGANYTSKTF
BEL  DTYSGATHAS AKRGLTTQMT | EGLLEAI VH LGRPKKLNTD QGANYTSKTF
AST  DTYSGATHAS AKRGLTTQIT | EGLLEAI VH LGRPKKLNTD QGANYTSKTF
68 DTYSGATHAS AKRGLTTQTT | EGLLEAI V- =---cmemmn cmeooos
15313 DTYSGATHAS AKRGLTTQMT | EGLLEAI VH LGRPKKLNTD QGANITSKTF
695 705 715 725 735
JAP  VRFCQQFGVS LSHHVPYNPT SSGLDERTNG LLKLLLSKYH LDEPHLPMIQ
BEL VRFCQQFGIS LSHHVPYNPT SSGLVERTNG LLKLLLSKYH LDEPHLPMIQ
AST  VRFCQOFGIS LSHHVPYNPT SSGLVERTNG LLKLLLSKYH LDEPHLPMIQ
15313 VRFOQQFGVS L--------- - ---VERTNG LLKLVLSKYH LDEPHLPMIQ
745 755 765 775 785
JAP  ALSRALWIHN Q NLLPI LKT RWELHHSPPL AVI SEGGETP KGSDKLFLYL
BEL  ALSRALWIHN Q NLLPI LKT RWELHHSPPL AVI SEGGETP KGSDKLFLYK
AST  ALSRALWIHN Q NLLPI LKT RWELHHSPPL AVI SEGGETP KGSDKLFLYK
Y < 5 - - - SEGGETP KGSDKLFLYK
15313 ALSRALWIHN Q NLLPI LKT RWELHHSPPL AVI SEGGEAP KGSDKLFLYK
795 805 815 825 835
JAP  LPGONNRRW. GPLPALVEAS GGALLATDPP VWWPWRLLKA FKCLKNDGPE
BEL LPGONNRRW. GPLPALVEAS GGALLATNPP VWWPWRLLKA FKCPKNDGPE
AST  LPGONNRRW. GPLPALVEAS GGALLATNPP VWWPWRLLKA FKCLKNDGPE
68 LPGQONNRRW. GPLPALVEAS GGALLATDPP VWWPWRLLKA FKCLK- - - - -
15313 LPGQNNRRW. GPLPALVEAS GGALLATNPP VWWPWRLLKA FKCPKNDGPE
845 855
JAP  DAHNRSSDG* VSLSLSSL. .
BEL  DAHNRSSDG* VSLLLSSL. .
AST  DAPNRSSDG* VSLSLSSL. .
15313 DAHNRSSDG* . .........
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9.5. DNA-Sequenzvergleich von ausgewahlten BLV-Provirusabschnitten der tax-Region
(Np 6990-8037)

7000 7010 7020 7030 7040
JAP  AAGTGTGCAC AATATCTCTT CCAAAAGGTC CTGATGAACG TCTTCCCATG
BEL  AAGTGTGCAC AATATCTCTT CCAAAAGGTC CTGATGAACA TCTTCCCATG
AST  AAGTCACGTC AATATCTCTT CGAAAAGGTC CTGATGAACA TCTTCCCATG
6 e oo TCTT CCAAAAGGTC CTGATGAACA TGTTCCCATG
FLK  cmmmmmmmo mmmmmaoa oo GGTC CTGATGAACG TCTTCCCATG
PSVN - s o ommmo e oo il oo TCTTCCCATG
7050 7060 7070 7080 7090
JAP  TAACAAGCCC CAGCAGAGAC ATTCCAGCCA CATCCAGCAG CATTTGGGCC
BEL  TAACAAGCCC CAGCAGAGAC ATTCCAGCCA CATCCAGCAG CATTTGGGCC
AST  TAACAAGCCC CAACAGAGAC ATTCCAGCCA CATCCAGCAG CATTCGGGCC
6 TAACGAGOCC CAGCAGAGAC ATTCCAGCCA CATCCAGCAG CATTTGGGCC
574  ceeooeeo e - - - CCAGCCA CATCCAGCAG CATTTGGGCC
15313 ------- CCC CAGCAGAGAC ATTCCAGCCA CATCCAGCAG CATCTGGGCC
FLK  TAACAAGCCC CAGCAGAGAC ATTCCAGCCA CATCCAGCAG CATTTGGGCC
PSVN TAACAAGCCC CAGCAGAGAC ATTCCAGCCA CATCCAGCAG CATTTGGGCC
7100 7110 7120 7130 7140
JAP  GOCTTTTCTA ACAGTGCCCA TAAAGTCCCT TCOGTTTCCA CAACGGCTGC
BEL  GCCTTCTCTA ACAGTGOCCA TAAAGTCCCT TCCGTTTCCA CAACGGCTGC
AST  GOCTTCTCTA ACAGTGCCCA TAAAGTCTCT TCOGTTTCCA CAACGCCTGC
6 GCCTTCTCTA ACAGTGOCCA TAAAGTCCCT TCCGTTTCCA CAACGGCTGC
574  GOCTTTTCTA ACAGTGCCCA TAAAGTCCCT TCCGTTTCCA CAACGGCTGC
15313 GCCTTCTCTA ACAGTGOCCA TAAAGTCCCT TCCGTTTCCA CAACGGCTGC
FLK  GCCTTTTCTA ACAGTGOCCA TAAAGTCCCT TCCGTTTCCA CAACGGCTGC
PSVN GCCTTTTCTA ACAGTGCCCA TAAAGTCCCT TCCGTTTCCA CAACGGCTGC
7150 7160 7170 7180 7190
JAP  CTCTGCATCT TCTATTTCCA CCTCGGCACC GACTCOCCCG COGAGCCCTT
BEL  CTCTGCATCT TCTATTTCCA CCTCGGCACC GACTCCCCOG COGAGCCCTT
AST  CTCTGCATCT TCTATTTCCA CCTCGGCACC GACTCCOCCG CCGAGCCCCT
6 CTCTGCCTCT TCTATTTCCA CCTCGGCACC GACTCCOCCCG CCGAGCCCTT
574  CTCTGCATCT TCTATTTCCA CCTCGGCACC GACTCOCCCG COGAGCCCTT
15313 CTCTGCATCT TCTATTTCCA CCTCGGCACC GACTCCCCCG COGAGCCCTT
FLK  CTCTGCATCT TCTATTTCCA CCTCGGCACC GACTCCCCOG COGAGCCCTT
PSVN CTCTGCATCT TCTATTTCCA CCTCGGCACC GACTCOCCCG COGAGCCCTT
7200 7210 7220 7230 7240
JAP  CGAGCTCTTC GGGATCCATT ACCTGATAAC GACAAAATTA TTTCTTGICT
BEL  CAAGCTCTTC GGGATCCATT ACCTGATAAC GACAAAATTA TTTCTTGTCT
AST  CGAGCTCTTC GGGATCCATT ACCTGATAAC GACAAAATTA TTTCTTGTCT
6 CGGGCTCTTC GGGATCCATT ACCTGATAAC GACAAAATTA TTTCTTGTCT
574  CGAGCTCTTC GGGATCCATT ACCTGATAAC GACAAAATTA TTTCTTGICT
15313 CGAGCTCTTC GGGATCCATT ACCTGATAAC GACAAAATTA TTTCTTGTCT
FLK  CAAGCTCTTC GGGATCCATT ACCTGATAAC GACAAAATTA TTTCTTGTCT
PSVN CGAGCTCTTC GGGATCCATT ACCTGATAAC GAG------= ---==-----



JAP
BEL
AST

574
15313
FLK

JAP
BEL
AST

574
FLK

JAP
BEL
AST

574
FLK

JAP
BEL
AST

JAP
BEL
AST

JAP
BEL
AST

JAP
BEL
AST

JAP
BEL
AST

7250

7260

TTTAAGCAAG TGITGTTGGT
TTTAAGCAAG TGITGTTGGT
TTTAAGCAAG TGITGTTGGT
TTTAAGCAAG TGITGTTGGT
TTTAAGCAAG TGITGTTGGT

TTTAAGCAAG TGITGTTGGT

7300
GCCCTGGTTT
GCCCTGGTTT
GCCCTGGTTT
GCCCTGGTTT
GCCCTGGTTT
GCCCTGGTTT

7310
TGTCCAATGA
TGTCCAATGA
TGTCCAATGA
TGTCCAATGA
TGTCCAATGA
TGICCA- - - -

7360
GAGCGACTCC
GAACGACTCC
GAACGACTCC
GAACGACTCC
GAGCGACTCC
GA--------

7410
CCGTATCAAC
CCGTATCACC
CCGTATCACC
CCGTATCACC

7460
TGTTCCCTCG
TGTTCCCTCG
TGTTCCCTCG

7508
GACTCTGGAT
GACTCTGGAT
GACTCTGGAT

7558
GITTCACTTT
GITTCACTTT
GITTCACTTT

7608
ATTGCCCTCG
ATTGCCCTCG
ATTGCCCTCG

170

TGGACCGCCG
TGGACGCCCG

7470
ACTGCATGIC
ACTGCATGIC
ACTGCATGIC

7518
CAACTGCCCC
CAACTGCCCC
CAACTGCCCC

7568
CCCCCTTCGA
CCCCCTTCGA
CCCCCTTCGA

7618
GCCTCTAGCG
GCCTCTAGCG
GCCTCTAGCG

7280
ACTCTCTACA
ACTCTCTACA
ACTCTCTGCA
ACTCTCTACA
ACTCTCTACA

ACTCTCTACA

7330
GATGCCTGGT
GATGCCTGGT
GATGCCTGGT
GATGCCTGGT
GATGCCTGGT

7628
ACGGTTGCCC
ACGGTTGCCC
ATGGTTCCCC

7538
TTCGCGCTCA
TTCGCGCTCA
TTCGCGCTCA

7588
TTCCAGCCCT
TTCCAGCCCT
TTCCAGCCCT

7638
CATTATCGGEG
CATCATCGGEG
CATCATCGGEG



JAP
BEL
AST

JAP
BEL
AST

JAP
BEL
AST

574
pSVN

JAP
BEL
AST

574
15313
FLK
pSVN

JAP
BEL
AST

574
15313
FLK
pSVN

JAP
BEL
AST

574
15313
FLK
PSVN

7648
CACGCECCTTC
CACGCECCTTC
CACGCECCTTC

7698
AGTCCTTATA
AGTCCTTATA
AGTCCTTATA

7847
CTTGTATTCT
CTTGTATTCT
CTTGTATCCT
CTTGTATTCA
CTTGTATTCT
CTTGTATTCT
CTTGITATCT
CTTGTATTCT

7897
CCCTTTCCCC
CCCTTTCCCC
CCCTTTCCCC
CCCTTTCCCC
CGCTTTCCCC
CGCTTTCCCC
CCCTTTCCCC
CCCTTTCCCC

7658
TTCCCTGGAA
TTCCCTGGAA
TTCCCTGGAA

7708
TTAAATCAAA
TTAAATCAAA
TTAAATCAGA
TTAAATCAAA

7758
TGTGGACCCC
TGTAGACCCC
TGTAGACCCC
TGTGGACCCC

7807
ATACGTTATC
ATACGTITATC
ATACGTITATC
ATACGTTATC
ATACGTTATC
ATACGTITATC

ATACGTITATC

7857
ACCCCTAGEC
ACCCCTAGEC
ACCCCTAGAC
TCCCCTAGEC
ACCCCTAGGEC
ACCCCTAGGEC
ACCCCTAGEC
ACCCCTAGEC

7907
GGGACTCCAA
GAGACACCAG
GGGACTCCAA
GGGACACCAA
GGGACTCCAA
GGGACACCAA
GGGACTCCAA
GGGACTCCAA

171

7668
CAACTTAGTA
CAACTTAGTA
CAACTTAGTA

7718
TGGCCAATTT
TGGCCAATTT
TGGCAAATTT
TGGCCAATTT

7768
CTCCGECTGT
CTCCGECTGT
CTCCGECTGT
CTCCGECTGT

7678
ACGCCATCCTG
ACGCCATCCTG
ACGCACCCCG

7728
TTCCTTACTC
TTCCTTACTC
CTCCTTACTC
TTCCTTACTC

7778
CCGTCTTTGC
CCGTCTTTGC
CCGTCTTTGC
CCGTCTTTGC
CCGTCTTTGC

7927
CTTTCAGAAT
CTTTCAGAAT
CTTTCAGAAT
CTTTCAGAAT
CTTTCAGAAT
CTTTCAGAAT
CTTTCAGAAT
CTTTCAGAAT

7688
TCCTCGGAAA
TCCTCGGAAA
TCCTCGGAAA

7738
CCCTCCTTCG
CCCCCCTTCG
CCCTCCTTCG
CCCCCCTTCG

7787
CCCAGAC- AC
CCCGGAC- AC
CCCGGACCAC
CCCAGAC- AC
CCCAGAC- AC
CCCAGAC- AC

7837
TGCCCAGCTA
TGCCCAGITA
TGCCCAGCTA
TGCCCAGCTA
TGTCCAGCTA
TGTCCAGCTA
- - CCCGGCTA
TGCCCAGCTA

7887
CCCCATATGC
CCCCATATGC
CCCCATATGC
CCCCATATGC
CCCCATATGC
CCCCATATGC
CCCCCATAGC
CCCCATATGC

7937
TCGAGCTGCC
TCGAGCTGCC
TG -------
TCGAGCTCGCT
TCGAGCTGCC
TCGAGCTGCC
TCGAGCTGCC
TCGAGCTCGCT



JAP
BEL

6

574
15315
FLK
pSVN

7947

7957

172

7967

7977

7987

CCCCATCCAA ACGCCCGECC TGICTTGGIC TGICCCCECG ATCGACCTAT
CCTTATCCAA ACGCCCGECC TGICTTGGIC TGICCCCECG ATCGACCTAT

9.6. As-Sequenzvergleich von ausgewéhlten BLV-Provirusabschnitten des tax-Proteins

JAP
BEL
AST

6

574
15313
FLK

JAP
BEL
AST
6

FLK
BEL
AST

JAP
BEL
AST

574
15313
FLK
pSVN

JAP
BEL
AST

574
15313
FLK
pSVN

10
MASVWGWGPH
MASVWGWGPH
MASVWGWGPH
MASVWGWGPH
MASVWGWGPH

60
ETHRI NWITAD
ETHRI TWTAD
ETHRI TWTAD
ETHRI TWTAD

109
PGPVSL SPFE
PGPVSL SPFE
PARFHFPPSS

157
VL- - | LNQVA
VL- - | LNQVA
SLY*IRWQIS
VL- - | LNQVA

207
ATCl LPLCEP
VTCl LPLCEP
ATCl LPLDEP
ATCl LPLCEP
ATCl LPLCEP
ATCl LPLCEP
ATCYLPLCEP
ATCl LPLCEP

20
SLHACPALVL
SLHACPALVL
SLHACPALVL
SLHACPALVL
SLHACPALVL

SLHACPALVL

70
GRPCGALNGTL
GRPFGALNGTL
GRPFGALNGTL

119

30
SNDVTI DAWC
SNDVTI DAWC
SNDVTI DAWC
SNDVTI DAWC
SNDVTI DAWC

80
FPRLHVSETR
FPRLHVSETR
FPRLHVSXRP

129

RSPFQPYQCQ LPSASSDGCP
QSPFQPYQCQ LPSASSDGCP

SPPSSPTNAN

167
NFSLLPSFDT
NFSLLPPFDT
PYS--PPSIP
NFSLLPPFDT

217
FSPNVPI CRF
FSPNVPI CRF
FSPNVPI CRF
FSPNVPI CRF
FSPNVPI CRF
FSPNVPI CRF
FSPNVPI CRF
FSPNVPI CRF

CPRPLAMVPP

177
LLVDPLRLSV
LLVDPLRLSV
SL*TPSGCPS
LLVDPLRLSV
- - VDPLRLSV

----PLRLSV

227
PRDSNEPPLS
PRDTSEPPLS
PRDSNEPPLS
PRDTNEPPLS
PRDSNEPPLS
PRDTNEPPLS
PRDSNEPPLS
PRDSNEPPLS

40

50

PLCGPHERLQ FERI DTTLTC
PLCGPHERLQ FERI DTTLTC
PLCGPHERLQ FERI DTTLTC
PLCGPHERLQ FERI DTTLTC
PLCGPHERLQ FE--------

89
- PQGPRRLW
- PQGPRRLW
APKGPDDSGS

139
| I GHGLLPWN
| I GHGLLPWN
SSGTAFFPGT

187
FAPDTRGAI R
FAPDTRGAI R
LPRTTRGAI R
FAPDTRGAI R
FAPDTRGAI R
---DTRGAI R

FAPDTRGAI R

237
EFELPPI QTP
EFELPLI QTP
EFELLLI @ -
EFELPLI Q -
EFELPPI Q- -
EFELPPI Q- -
EFELLPI Q- -

99
NCPL PAVRAQ
NCPL PAVRAQ
TAPFRPFALS

149
NLVTHPVLGK
NLVTHPVLGK
T**RTPSSEK

197
YLSTLLTLCP
YLSTLLTLCP
YLSTLLTLCP
YLSTLLTLCP
YLSTLLTLCP
YLSTLLTLCP
----LLTLCP
YLSTLLTLCP

247
GLSWEVPAI D
GLSWEVPAI D
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