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Institut fiir Tierneurologie der Universitit Bern

RT-PCR: Ein Hilfsmittel zur Herstéllung von Kionen fiir die Staupeforschung

H. U. Graber, M. Stettler, A. Zurbriggen

~ Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit beschreibt eine adaptier-
te Methode der reverse transcriptase polymerase
~ chain reaction (RT-PCR). Dieses Verfahren diente
~ als wichtiges Hilfsmittel zum Klonieren von Gen-
_sequenzen, die von Ohgodendrozytcn und Hun-
f destaupevirus (CDV) stammten. Die erhaltenen :
~ Klone wurden unter anderem verwendet,um
~ Sonden fiir die In-situ-Hybridisation herzustellen
und die Nukleotidsequenz der fremden, einge-
bauten DNS zu bestimmen. Mit diesen ‘molekular-
~, b1010g1schen Techniken war es moghch die Ent-
~ stehung der CDV—bedmgten Entmarkung und der
- CDV-Persistenz im Zentralnervensystem besser -
zu verstehen.

; _‘Sc’:hlusselworter PCR ’Hundestak evirus —
,ntmarkung Pathog “'ese -

Einleitung

Das hauptsichliche Forschungsgebiet unseres Labors ist
die Pathogenese der Hundestaupe. Insbesondere sind
wir an Mechanismen interessiert, welche im Verlaufe der
Infektion mit dem Hundestaupevirus (CDV) zu Entmar-
kung fiihren, der typischen Verinderung im Zentralner-
vensystem (ZNS) der erkrankten Tiere. Solche Hirnlésio-
nen treten nicht nur bei der Hundestaupe auf, sondern
sind auch charakteristisch fiir die Multiple Sklerose (MS)
des Menschen. Die Staupe gilt daher als Modell zum Stu-
dium der MS (Dal Canto und Rabinowitz, 1982), deren
Ursache nach wie vor nicht bekannt ist.

Das CDV gehort zu den Morbilliviren und weist als Ge-
nom eine einzelstringige, negativ gerichtete RNS auf, die
fiir das NP-,P-, M-, F-, H- und L-Protein kodiert (Kingsbury,
1990).Das NP-Protein ist mit der genomischen RNS asso-
ziiert und bindet an das M-Protein der Virushiille. Das
L- und P-Protein bilden zusammen die RNS-abhingige
RNS-Polymerase, die fiir die Virustranskription und -re-
plikation notwendig ist. Das Oberflichlenprotein H ist
verantwortlich fiir die Adsorption des Virus an die Wirts-
zelle, die mit Hilfe des F-Proteins penetriert wird. Nach
meist aerogener Aufnahme verursacht das CDV eine aus-
gepragte, zytolytische Infektion des lymphatischen Ge-
webes und bewirkt dadurch eine Immunsuppression.
Durch die nachfolgende Virimie gelangt das CDV in di-
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' RT-PBH A tool forageneratmg elones to be
used in research on canine distemper

~ reverse transcriptase polymera chain reaction
(RT- PCR) is described. This procedure was an im-
portant tool for cloning a variety of gene sequen-
ces denved from thodendrocytes and canine

'probes for in situ hybrldlzatlon and to scquence k
the inserted DNAs Due to these molecularbxo—

verse epitheliale Gewebe und dringt in das Zentralner-
vensystem ein. Dort repliziert es sich vorwiegend in den
Astrozyten der weissen Substanz. Das Auftreten von seg-
mentaler Entmarkung (Higgins et al., 1982), aber auch
die verschiedenen in vitro- und in vivo-Beobachtungen
von Oligodendrozytendegeneration nach CDV-Infektion
(Zurbriggen et al. 1987; Blakemore et al., 1989) sprechen
jedoch dafiir, dass die myelinproduzierenden Zellen
auch direkt durch das Virus geschidigt werden. Mittels
immunhistochemischer Methoden (Vandevelde et al.,
1985) und Elektronenmikroskopie (Higgins et al., 1982;
Summers und Appel, 1987) gelang es aber nur in sehr
seltenen Fillen, das CDV in den Oligodendrozyten nach-
zuweisen. Wir begannen daher mit molekularbiologi-
schen Methoden nach dem CDV in Oligodendrozyten zu
suchen. Um solche Untersuchungen, insbesondere den
Nachweis von Nukleinsidure mittels in situ Hybridisation
(ISH), durchfiihren zu konnen, sind Genklone in bak-
teriellen Wirtsstimmen unentbehrlich, deren Genom
CDV-, aber auch oligodendrozytenspezifische Gen-
sequenzen enthalten. Zu deren Herstellung verwende-
ten wir als ersten Schritt die Methode der reverse trans-
criptase polymerase chain reaction (RT-PCR). Dabei
wird die gewiinschte RNS mittels reverser Transkriptase
(RT) in eine komplementire DNS (cDNS) iibersetzt.
Diese wird durch PCR verstirkt und anschliessend klo-
niert.
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In der vorliegenden Arbeit geht es darum, die Einzelhei-
ten der RT-PCR, wie wir sie an unserem Institut verwen-
den, zu beschreiben und kurz eigene Forschungsresulta-
te zu prasentieren, zu derer Erlangung die RT-PCR einen
wesentlichen Beitrag leistete.

Material und Methoden
Hundehimzellkulturen

Primire Hirnzellkulturen von neonatalen Hunden
(DBCC) werden hergestellt und unterhalten nach dem
Protokoll von Zurbriggen et al. (1984). Eine allfillige In-
fektion der Kulturen mit dem virulenten CDV-Stamm
A75/17 geschieht in der Regel zwischen dem 10. und
14.Tage nach Aussaat.

RNS-Isolation

Die Isolation von totaler RNS aus DBCC wird nach der
Methode von Chomczynski und Sacchi (1987) durchge-
fiihrt.

Reverse transcriptase PCR (RT-PCR)

Fir die RT-Reaktion (gesamtes Reaktionsvolumen =
25 ub) wird 0,5 ug RNS bei 70 °C wihrend 10 Minuten
erhitzt und anschliessend auf Eis abgekiihlt. Danach wer-
den dem Reaktionsgemisch die restlichen Substanzen
zugegeben, so dass folgende Endkonzentrationen resul-
tieren: 0,5 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP, 10 mM 1,4-Di-
thiothreitol, 0,8 U/ul RNase-Inhibitor (Boehringer Mann-
heim, Rotkreuz), 1 X RT-Puffer (Life Technologies, Basel)
sowie 10 U/ul Moloney murine leukemia virus (MoMLV)
reverse transcriptase (Life Technologies, Basel). Je nach
Anwendung wird zudem der Oligo(dT),,_ig-Primer
(Endkonzentration = 5,5 uM) oder der spezifische down-
stream-Primer (Endkonzentration = 2 uM) dazugegeben.
Nach Inkubation von 1 Stunde bei 37 °C wird die Reak-
tion durch Erhitzen (90 °C, 5 Minuten) gestoppt. 10 ul
des Reaktionsproduktes werden fiir die nachfolgende
PCR beniitzt. Die Endkonzentrationen der tibrigen Kom-
ponenten im Ansatz (100 pl) betragen 0,2 mM dATP,
dCTP,dGTP,dTTP, 1 X Taq Puffer (PH. Stehelin & CIE AG,
Basel), 0,01 U/ul Taq Polymerase (PH. Stehelin & CIE AG,
Basel) und 0,2 uM fiir die beiden spezifischen Primer.
Das Gemisch wird auf Eis hergestellt und anschliessend
mit 100 ul Mineral6l (Sigma Chemie, Buchs) tiberschich-
tet. Nach einer initialen Denaturierung (94 °C, 5 Minu-
ten) wird wihrend der anschliessenden 30 Zyklen das
folgende Temperaturprofil beniitzt: 1 Minute 94 °C,
1 Minute 56 °C, 3 Minuten 74 °C. Die PCR wird beendet
durch Inkubation bei 74 °C wihrend 10 Minuten und
Abkiihlen auf 4 °C.

Schweizer
Archiv fiir
Tierheilkunde

Herstellung der Genklone

In Abhingigkeit von den Primer- und Vektoreigenschaf-
ten werden die PCR-Produkte mit der «sticky end»-,
«blunt end»- oder «TA cloning»-Methode in die verschie-
denen Vektoren (pUC19, pSPT19, pCR™II) ligiert. Die
Ligationsprodukte werden anschliessend mittels Trans-
formation in E. coli inkorporiert. Nach Auswahl der neu
hergestellten Klone durch Blau/Weiss-Selektion und Re-
striktionsanalyse wird das Insert durch Sequenzieren
iberpriift.

Bestimmung der Nukleotidsequenzen

Die Sequenzanalyse erfolgt nach der Methode von San-
ger et al. (1977) unter Verwendung des «Sequenase Kit
Version 2.0» (USB Lucerna Chem AG, Luzern).Die prakti-
sche Durchfithrung der Sequenzbestimmung ist bei
Stettler und Zurbriggen (1995) beschrieben.

Herstellung von nichtradioaktiven Sonden fiir
In-situ-Hybridisation

Zu diesem Zweck werden die PCR-Produkte in den
pSPT19- (Boehringer Mannheim; Rotkreuz) oder
pCR™II-Vektor (Invitrogen, San Diego, USA) kloniert.
Diese Vektoren enthalten Promotoren fiir die T7- und
SP6-Polymerasen, die benutzt werden, um aus der klo-
nierten DNS Digoxigenin-markierte RNS-Sonden zu syn-
thetisieren. Die Details der Herstellung sind bei Graber
et al. (1993) beschrieben.

In-situ-Hybridisation

Die ISH zur Bildung von RNS-RNS-Hybriden erfolgt nach
publizierten Protokollen (Graber et al., 1993; Graber et
al., 1995). Danach werden die Digoxigenin-markierten
Sonden unter wenig stringenten Bedingungen hybridi-
siert. Die Uiberschiissige, einzelstringige RNS wird an-
schliessend mittels RNasen digestiert und schwach haf-
tende Hybride durch stringentes Waschen entfernt. Fiir
die Farbreaktion wird ein anti-Digoxigeninanitkorper ge-
braucht, der mit alkalischer Phosphatase gekoppelt ist
(Boehringer Mannheim, Rotkreuz). Durch die katalyti-
sche Reaktion dieses Enzyms entsteht aus Nitro Blue
Tetrazolium und 5-Brom-4-Chlor-3-Indolylphosphat ein
violettes Prizipitat. Die Auswertung erfolgt mittels Licht-
mikroskopie, zum Teil unter densitometrischer Auswer-
tung des ISH-Reaktionsproduktes (Graber et al., 1995).

Resultate

Im folgenden soll an drei Beispielen gezeigt werden,
wozu Genklone unter anderem beniitzt werden konnen.
Zu deren Herstellung gelangte als wichtiger Teilschritt
stets die RT-PCR zur Anwendung.
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Legende zu Figur 1

A) Paraffinschnitt: Nachweis von Hundestaupeuvirus
(CDV) in der Hirnrinde eines staupekranken Hundes.
Massive Virusinfektion in grauer und weisser
Substanz. Nichtradioaktive in situ Hybridisation
(ISH) mit einer RNS-Sondle, die spezifisch die P-mRNS
des CDV erkennt (150X).

B) - D) Zellkulturen

B) Primdire Hundehirnzellkulturen 14 Tage nach
Infektion mit CDV.Ansammlung von infizierten
Zellen. Nichtradioaktive ISH mit einer RNS-Sonde
spezifisch fiir die P-mRNS des CDV,
Differentialinterferenz-Kontrastmikroskopie (DIC,
250%).

C©) Primdre Hundebirnzellkulturen 40 Tage nach
Aussaat: stark markierte Oligodendrozyten.
Nichtradioaktive ISH unter Verwendung einer
RNS-Sondle spezifisch fiir Proteolipid Protein-mRNS
(DIC, 100X).

D) Primdire Hundebirnzellkulturen 40 Tage nach
Aussaat: Stdrkere Vergrosserung eines
Oligodendrozyten mit deutlicher Markierung des
Zytoplasmas, nicht aber der Zellfortsdtze.
Nichtradioaktive ISH wie bei C) (DIC, 1250X).

Restriktive Oligodendrozyteninfektion

Durch ISH unter Verwendung von RNS-Sonden konnte
in vitro erstmals die Prisenz von CDV-Nukleinsiure in
Oligodendrozyten nachgewiesen werden (Zurbriggen et
al., 1993). Spitere Untersuchungen zeigten iiberdies,
dass das gesamte Virusgenom in diesen Zellen vorhan-
den ist (Graber et al., 1995). Der Nachweis von Virus-
mRNS in Oligodenrozyten belegt zudem, dass das CDV in
diesen Zellen transkribiert wird (sieche auch Figur 1A
und 1B). Interessanterweise wiesen aber nur 1% der
CDV-infizierten Oligodendrozyten virusspezifische Anti-
gene auf. Auch gelang es mittels Elektronenmikroskopie
nur in sehr seltenen Fillen,in diesen Zellen CDV-Partikel
nachzuweisen (Higgins et al., 1982; Summers und Appel,
1987). Aus diesen Beobachtungen kann geschlossen
werden,dass das CDV in Oligodendrozyten eine restrikti-
ve Infektion verursacht. Diese Art der Zellinfektion ist
moglicherweise dafiir mitverantwortlich, dass das CDV
im Zentralnervensystem persistiert. Auch spielt sie wahr-
scheinlich eine entscheidende Rolle bei allen chronisch
verlaufenden, entziindlichen Entmarkungskrankheiten,
die durch Viren induziert werden.

Myelingenexpression

Mittels densitometrischer Auswertung der ISH-Produkte
konnten wir zeigen (Graber et al., 1995), dass durch die
restriktive Infektion die Oligodendrozyten in vitro deut-
lich geringere Mengen von mRNSs herstellen, die fiir
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myelinspezifische Proteine wie Proteolipid Protein
(PLP) oder Myelin Basisches Protein (MBP) kodieren (sie-
he auch Figur 1C und D). Dieser Riickgang tritt auf,lange
bevor morphologische Verinderungen sichtbar werden.
Die vorgestellten Resultate sprechen stark dafiir,dass die
Entmarkung, wie sie bei der Hundestaupe vorkommt,
durch die restriktive CDV-Infektion der Oligodendrozy-
ten verursacht wird. Dadurch wird die Expression diver-
ser zellulirer Gene (insbesondere der Myelingene) deut-
lich vermindert. Als Folge davon sind die infizierten Zel-
len nicht mehr in der Lage, alle Membranbestandteile
herzustellen, die notwendig sind, um die strukturelle In-
tegritit aufrechtzuerhalten.

Sequenzuntersuchungen

Untersuchungen in vitro deuteten darauf hin, dass das
NP-Protein (Hamburger et al., 1991) und moglicherweise
das M-Protein des CDV eine wichtige Rolle spielen bei
der Entstehung der persistenten Infektion des ZNS. Aus
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diesem Grunde wurde vorerst die Nukleotidsequenz des
NP-Gens bestimmt (Stettler und Zurbriggen, 1995) und
die daraus abgeleitete Aminosiurensequenz mit derjeni-
gen eines CDV-Impfstammes (OP-CDV) verglichen, von
dem bekannt ist, dass er keine persistente Infektion ver
ursacht. Von den 22 Aminosiureinderungen (total 523
Aminosiuren) traten 10 in der N-terminalen und 12 in
der C-terminalen Region auf. Im hoch konservierten Mit-
telteil dagegen waren keine Unterschiede feststellbar.
Nur die Mutationen im C-terminalen Bereich, insbeson-
dere das Austauschen von Valin gegen Prolin, fithrten zu
bedeutenden Anderungen der Sekundirstruktur. Wir
vermuten daher, dass diese Region des Proteins eine
wichtige Rolle spielt bei der Entstehung der Persistenz.
Hingegen scheint das M-Protein eher wenig zur Bildung
einer persistenten CDV-Infektion des ZNS beizutragen,
denn von den 335 Aminosiuren traten beim virulenten
Virus nur 13 Modifikationen auf, die sich liber die ganze
Proteinlinge verteilten. Zudem beeinflussten die Ande-
rungen nur geringgradig die Sekundirstruktur des Pro-
teins.

Diskussion

Verglichen mit der Herstellung einer cDNS library und
anschliessender, langwieriger Selektion der Klone
(Huynh et al., 1985), bietet die RT-PCR als Hilfsmittel fiir
das Klonieren von gewiinschten Gensequenzen deutli-
che Vorteile. Dies riihrt vor allem daher, dass durch PCR
und entsprechende Primer nur der spezifische Genab-
schnitt ausgewihlt und vermehrt wird, wodurch sich die
nachtrigliche Suche nach den gewiinschten Klonen be-
trachtlich vermindert. Ein wesentlicher Teil der Selek-
tion wird somit bereits mit der PCR vorgenommen.
Zudem wird durch die hochgradige Amplifikation der
spezifischen Gensequenz deren Einbau in einen Vektor
deutlich bevorzugt und erleichtert (Sambrook et al.,
1989).In unserem Labor konnten wir die Klonierungsef-
fizienz zusitzlich noch erhohen, seitdem wir das «TA
Cloning™»-System verwenden (Invitrogen, San Diego,
USA). Zu den Vorteilen dieses Kits gehoren unter ande-
rem,dass dessen Komponenten aufeinander abgestimmt
und getestet sind. Eigene, zum Teil aufwendige Optimie-
rungen und Qualititskontrollen entfallen somit. Der we-
sentliche Vorteil liegt jedoch in den Eigenschaften des
mitgelieferten pCR™ II-Vektors. Dieser liegt bereits in li-
nearisierter Form vor und weist an beiden 3’-Enden ei-
nen Uberhang von einem Desoxythymidin-Nukleotid
auf. Bedingt durch die Eigenschaft der Tag-Polymerase,
am 3’-Ende der neu gebildeten DNS ein zusitzliches Des-
oxyadenosin-Nukleotid anzuhingen (Clark, 1988), ge-
staltet sich der Einbau des PCR-Produktes in den Vektor
leicht. Zusitzlich verfiigt dieser Vektor tiber Promotoren
fiir die DNS-abhidngigen SP6- und T7-RNS-Polymerasen.
Dadurch ist fir die Herstellung von RNS-Sonden eine
Umklonierung nicht mehr notwendig.

Nach Rappolee (1990) hingt die Sensitivitit der RT-PCR
von der RNS-Ausgangsmenge, der eigentlichen PCR und
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insbesondere von der Effizienz der RT-Reaktion ab.Diese
ist gering, wenn die RNS gehiuft Sekundirstrukturen
aufweist, so dass die reverse Transkription durch her-
kommliche Enzyme bei 40 °C kaum moglich ist (Rolfs et
al., 1992). Kiirzlich wurde jedoch die hitzestabile, «re-
combinant Thermus thermophilus (rTth) DNA Polyme-
rase» entdeckt (Perkin Elmer, Rotkreuz), die unter spe-
ziellen Reaktionsbedingungen zusitzlich eine hohe RT
Aktivitit aufweist. Die erhohte Inkubationstemperatur
fiir dieses Enzym fiihrt nicht nur zur Destabilisierung
vieler RNS-Sekundirstrukturen, sondern auch zu grosse-
rer Spezifitit der Primerhybridisation und der anschlies-
senden Kettenreaktion.

In unserem Labor hat sich die beschriebene Methode
der RT-PCR bewihrt, war sie doch ein wichtiges Hilfsmit-
tel fiir die Erzeugung einer betrichtlichen Anzahl von
Klonen. Diese Klone verwendeten wir unter anderem
zur Herstellung von Sonden fiir die ISH und zur Nu-
kleotidsequenzbestimmung von CDV-Genen (NP- und
M-Gen). Kiirzlich haben wir auch Klone von E. coli pro-
duziert, die es gestatten, das ganze oder Teile des NP zu
exprimieren. Diese molekularbiologischen Techniken
erlaubten es, neue Einblicke in die Entstehung der CDV-
induzierten Entmarkung und der Viruspersistenz im ZNS
zu erlangen, moglicherweise von Bedeutung fiir das Ver-
stindnis der Multiplen Sklerose.
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