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1. Einleitung

1.1. Humane endogene Retroviren

Humane endogene Retroviren (HERVs) gehoren zu den Retroelementen. Diese
Retroelemente sind Sequenzen, welche fiir ihre replikative Transposition revers transkribiert
werden. Sie kommen zu ungefdhr 42 % im menschlichen Genom vor (Lander, ef al., 2001).
Viele dieser Retroelemente sind retroviralen Ursprungs und werden von zwei LTRs (long
terminal repeats) flankiert, wobei die internen Regionen Homologe zu den retroviralen Genen
gag, pol und env darstellen (Abb. 1.1) (Boeke and Stoye, 1997). Die LTRs enthalten
essentielle Signale fiir die Expression des Genoms wie z.B. Promotor und Enhancer (Larsson
and Andersson, 1998). Die Elemente retroviralen Ursprungs werden endogene Retroviren
(ERVs) genannt und sind wahrscheinlich provirale Uberreste einer retroviralen Infektion
(Boeke and Stoye, 1997, Gifford and Tristem, 2003, Harris, 1998). Die Gene gag, po!/ und env
werden fiir die virale Replikation und Partikelbildung benétigt. So kodiert das gag-Gen fiir
Strukturproteine (Kapsid- und Matrixproteine), das pol-Gen fiir virale Enzyme und das env-

Gen fiir die Hiillproteine (Coffin, 1979).

Strukturproteine  Virale Enzyme Hullproteine
5" LTR I gag pol env | 3'LTR

/N

HERV-W HERV-K

Abbildung 1.1: Schematische Darstellung eines Retroelements viralen Ursprungs.

Das Gen gag kodiert fiir Kapsid- bzw. Strukturproteine, pol fiir virale Enzyme wie z.B. die reverse
Transkriptase und env fiir die Hiillproteine. Das Retroelement ist von LTRs flankiert. Retrovirale
Hiillproteine sind z.B. Syncytin-1 (HERV-W) und HML-2 (HERV-K) (modifiziert nach (Coffin,
1979, Kammerer, et al., 2011)).

Durch Integration in die humane Keimbahn endogenisierte Retroviren werden humane
endogene Retroviren (HERVs) genannt. HERVs kommen zu ungefiahr 8 % im menschlichen
Genom vor und werden in ungefihr 80 verschiedene Familien eingeordnet, die anhand ihrer
basenspezifischen Aminoacyltransferase an den tRNAs, welche die Primer der retroviralen
reversen Transkription darstellen, differenziert werden (Bock and Stoye, 2000, Jurka, 2000).

Die spezifische Aminosdure wird zur Namensgebung des HERVs mit dem jeweiligen
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Buchstaben abgekiirzt (Blomberg, et al., 2009, Larsson, et al., 1989). HERVs werden in
mindestens drei Klassen unterteilt: zur Klasse 1 gehdren HERVs, welche mit
Gammaretroviren wie dem Murinen Leukdmie Virus (MLV) verwandt sind (beispielsweise
HERV-W (W = Tryptophan)). In die Klasse 2 sind HERVs eingeordnet, die Ahnlichkeiten
mit Betaretroviren wie dem Maus-Mammatumorvirus (MMTV) aufweisen (z. B. HERV-K
(K= Lysin) Subtypen). Die Klasse 3 beinhaltet HERVs mit Gemeinsamkeiten zu
Spumaretroviren, wozu HERV-L (L = Leucin) und HERV-S (S = Serin) gehoren (Abb. 1.2)
(Johnson and Coffin, 1999). Viele dieser Insertionen liegen wahrscheinlich zwischen 20 und
40 Millionen Jahre zuriick und sind auf exogene Infektionen von Keimbahnzellen der
Primaten-Vorldufer zuriickzufiihren (Benit, et al., 1999, Martin, et al., 1997). Die Klassen 1
und 3 sind die altesten Gruppen, wobei die Klasse 1 ebenfalls neuere HERVs aufweist. So
konnte gezeigt werden, dass in der Klasse 1 manche HERVs vor ungefihr fiinf Millionen
Jahren ins Genom integriert wurden (Medstrand and Mager, 1998). Nach der
Keimbahninfektion wurden die HERVs nach den Mendelschen Gesetzen durch sexuelle

Transmission an die nachfolgenden Generationen {ibertragen (Abb. 1.3).

Lenti-
Viren
Exogen: ja
Endogen: nein
HIV-1
Beta- HIV-2
Retroviren
St [ eRvk Delta-
Retroviren
(HML 1-10) Exogen: ja
Endogen: nein
HTLV-1
HTLV-2
Spuma-
Viren
Exogen: nur Zoonosen
Endogen: ja (nur pol) Gamma-
HERV-F,H,| Retrovir_en
Exogen: nein
HERV'E,R,W Endogen: ja

Abbildung 1.2: Phylogenetischer Baum der humanen Retroviren.
Es sind verschiedene Klassen der exogenen und endogenen Retroviren und représentative Vertreter
dieser Klassen dargestellt (modifiziert nach (van der Kuyl, 2012)).
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HERV-Sequenzen sind aufgrund ihrer lang zuriick liegenden Endogenisierung in
Abwesenheit von Selektionsdruck hdufig Mutationen und Deletionen unterworfen, die im
Laufe der Evolution zum Verlust der Funktionalitit der viralen Proteine bis hin zum Verlust
der Infektiositit filhren (Boeke and Stoye, 1997). Genom-Analysen zeigten jedoch, dass
manche HERVs dennoch offene Leserahmen (open reading frames; ORFs) besitzen (de
Parseval, et al., 2003, Villesen, et al., 2004). Dies konnte auch fir ERVs der Maus
(Dupressoir, et al., 2005), des Schafs (York, et al., 1992) und des Schweins (Vernochet, et al.,
2011) gezeigt werden. Fir HERV-K wurde neben der Expression viraler Proteine die
Produktion Virus-dhnlicher Partikeln (virus-like particles (VLPs)), jedoch nicht infektioser
Partikel beschrieben (Boller, et al., 2008).

N
o1 =

Interspezies
Transmission

—E.I- Intra- und
—

Infektioses
Retrovirus
Keimbahn-
infektion
Sexuelle

Transmission
zu
Nachkommen

(1340 (= ><0 <=3 ><o

XXX

Abbildung 1.3: Schematische Darstellung der Endogenisierung der HER Vs.

Retroviren konnen in seltenen Féllen Keimzellen infizieren. Diese Keimbahninfektion wird durch
sexuelle Transmission auf die Nachkommen {iibertragen und wird danach als HERV bezeichnet
(modifiziert nach (Cornelis, ef al., 2012, Dupressoir, ef al., 2012)).
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1.1.1. Struktur der HERV-Hiillproteine

Ein besonderes Augenmerk liegt auf den Hiillproteinen (envs) der HERVs, die in der Regel
gut konserviert sind und eine mdgliche Rolle in verschiedenen zelluldren Prozessen spielen
(Blaise, et al., 2003, Medstrand and Blomberg, 1993). HERV-Glykoproteine gehdren zum
Typ 2 und bestehen nach proteolytischer Prozessierung aus zwei Subeinheiten (Abb. 1.4). Die
Oberflichen-Doméne (surface unit (SU)) beinhaltet die Rezeptor-bindende Region (receptor
binding domain (RBD)). Die Transmembran-Region (transmembrane region (TM)) beinhaltet
ein  endstindiges  Fusionspeptid, eine  putative  immunsuppressive  Domine
(immunosuppressive domain (ISD)), eine Transmembran und eine zytoplasmatische Doméne.
Nach Bindung der SU der einen Zelle an den Fusions-Rezeptor der Zielzellen bleiben die
beiden SU- und TM-Einheiten verbunden. Das Fusionspeptid der TM fiihrt zu einer
rezeptorabhéngigen Fusion mit der Plasmamembran der Zielzelle (Blaise, ef al., 2003, Blond,
et al., 2000). HERV-Glykoproteine sind vor allem in der Plazenta exprimiert, in der

einkernige Trophoblasten zu mehrkernigen Syncytiotrophoblasten fusionieren.

Fusions- | “
Peptid
™

Extrazellulare
Matrix

S
i

Zytoplasma

mamembran

Abbildung 1.4: Schematische Darstellung eines HERV-Glykoproteins.

Die SU ist auBlerhalb der Zelle positioniert und bindet den spezifischen Rezeptor auf der Zielzelle.
TM: transmembrane region, SU: surface unit, 1SD: immunosuppressive domain, RBD: receptor
binding region (modifiziert nach (Mangeney, et al., 2007)).
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1.2. Rolle der HERV-Proteine in der menschlichen Plazenta

1.2.1. Struktur der menschlichen Plazenta

Die Plazenta gilt als immunprivilegiertes Organ, da eine Toleranz gegeniiber dem semi-
allogenen Fetus vorhanden sein muss (Bischof and Irminger-Finger, 2005, Ohshima, et al.,
2001). Voraussetzung fiir einen weitgehenden Schutz vor Kontakt zwischen miitterlichen
Immunzellen und fetalen Antigenen ist die Entwicklung einer physikalischen Barriere, die
infolge der Differenzierung von Plazentazellen (Trophoblasten) entsteht (Beer and
Quebbeman, 1986). Cytotrophoblasten entstehen aus peripheren Blastozysten und sind an der

Membran des Uterus verankert (Abb. 1.5).

A
B -
Fetales Blutgefiaf3
—— Miitterliches Blutgefaf3
é @ Cytotrophoblasten
AN
Syncytiotrophoblasten
Extravillose
Cytotrophoblasten
. r
v S
£3 i
= g Gebirmutter-
85 —=—  Blutgefa3
= 3 =
-0

Abbildung 1.5: Schematische Darstellung der menschlichen Plazenta.
A. Schema der menschlichen Plazenta mit implantiertem Fetus und B. VergroBerung einer
Chorionzotte der Plazenta (modifiziert nach (Harris, 2010)).
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Nach Tag 6 der Embryogenese fusionieren die einkernigen Cytotrophoblasten miteinander zu
Syncytiotrophoblasten, welche eine invasive mehrkernige Zellschicht bilden. Diese
Zellschicht unterstiitzt die Implantierung des Embryos in das miitterliche Endometrium. Ab
dem 16. Tag werden die Chorionzotten entwickelt, die von Syncytiotrophoblasten umhiillt
sind, welche mit der Wand des Uterus verankert sind und in die neu gebildeten Blutgefaf3e
reichen (Gude, ef al., 2004). AuBerdem entstehen extravilldse Cytotrophoblasten, die einen
unabhédngigen Entstehungsprozess durchlaufen. Sie migrieren von den Chorionzotten in die
miitterliche Dezidua und die Blutgefiae, um den Blutfluss zum Embryo zu erhéhen (Gude, et

al., 2004).

1.2.2. Plazenta-exprimierte HERV-Hiillproteine und deren Funktionen

Im gesunden Menschen werden HERV-Proteine nur in speziellen Geweben, wie z.B. der
Plazenta exprimiert und sind in anderen Geweben durch Hypermethylierung inaktiv.
Aufgrund krankheitsassoziierter Modifikationen, die auch deren Methylierungsstatus dndern
konnen, kann jedoch die HERV-Proteinexpression als Epiphdnomen induziert werden
(Gimenez, et al., 2009, Lavie, et al., 2005, Matouskova, et al., 2006, Ruebner, et al., 2013).

HERVs wurden mit verschiedenen pathologischen Bedingungen in Zusammenhang
gebracht. So wurde den HERVs schon friih ein moglicher Einfluss in der Pathogenese der
Multiplen Sklerose zugesprochen (Perron, ef al., 1997). Daneben werden sie aber auch mit
anderen Krankheiten assoziiert, wie der Entstehung von Tumoren (z.B. Melanomen)
(Kassiotis, 2014), der HIV-Infektion und verschiedenen Erkrankungen des zentralen
Nervensystems (Schiavetti, ef al., 2002, Yang and Perry-Lalley, 2000). Die Rolle der HERVs
in diesen Erkrankungen ist nicht bekannt und es ist daher ungewiss, ob sie wirklich eine
Funktion im Krankheitsverlauf spielen oder ob es sich nur um eine krankheitsassoziierte
HERV-Expression handelt.

Es ist jedoch bekannt, dass HERV-Hiillproteine in der Plazentaentwicklung einen
wichtigen Einfluss haben. Es wurden mehrere HERV-Hiillproteine beschrieben, welche stark
in der Plazenta exprimiert werden.

In 1999 wurde erstmalig das HERV-W Hiillprotein Syncytin-1 in der Plazenta
beschrieben (Blond, ef al., 1999, Blond, et al., 2000). Das Plazenta-exprimierte HERV-W
Hiillprotein wird in allen Stadien der Plazentation in allen Trophoblasten-Typen exprimiert
(Malassine, et al., 2005, Muir, et al., 2006). Durch seine fusogenen Eigenschaften, die zur
Fusion von Trophoblasten zu Syncytiotrophoblasten fiihren, hat es eine essentielle Funktion

wihrend der Plazentabildung (Blond, ef al., 1999, Blond, et al., 2000, Mi, et al., 2000).
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Als Syncytin-1-Fusionsrezeptoren wurden SLC1A4 (ASCT-1) und SLC1AS5 (ASCT-
2) identifiziert, die zur der Familie der solute carrier gehdren und ubiquitidr (auch auf
Cytotrophoblasten) exprimierte Natrium-abhiéngige (Na'-) neutrale Aminoséuretransporter
sind (Cheynet, et al., 2006). Sie weisen eine Homologie von ungefihr 54 % auf und haben
eine wichtige Funktion in der Fusion der Cytotrophoblasten, die infolge der
Herunterregulation von ASCT-1, aber auch der von ASCT-2 vermindert ist (Blond, et al.,
2000, Marin, et al., 2003). ASCT-1 und -2 werden in der Plazenta sehr stark exprimiert,
kommen aber auch in den Nebennieren, den Hoden, dem Gehirn, den Lymphknoten, der Milz
und der Bauchspeicheldriise vor (Lavillette, ef al., 2002).

Im Jahr 2003 wurde das HERV-FRD Hiillprotein (FRD = Phenylalanin, Arginin,
Asparaginsédure) oder Syncytin-2 erstmalig charakterisiert (Blaise, et al., 2003, Blaise, et al.,
2004) und nachfolgend ebenfalls als Fusionsprotein identifiziert (Chen, et al., 2008, Vargas,
et al.,2009).

Dessen Fusionsrezeptor ist Major facilitator superfamily domain containing 2A
(MFSD2A), der zu der carbohydrate carrier Familie gehort und den Transport von Fettsduren
und Docosahexaensduren vermittelt (Tabelle 1.1). MFSD2A wird auf Cytotrophoblasten
sowie Syncytiotrophoblasten exprimiert und wird, ebenfalls wie die Syncytin-1-Rezeptoren,
fiir die Fusion von Trophoblasten benoétigt (Esnault, ef al., 2008, Liang, et al., 2010, Toufaily,
et al., 2013). Anders als ASCT-1 und -2 wird der Rezeptor MFSD2A spezifisch in der
Plazenta exprimiert (Esnault, et al., 2008).

Viele Studien haben sich auf die regulatorischen Signalwege konzentriert und die
zugrundeliegenden Mechanismen der Syncytin-1 und -2-abhéngigen Fusion von
Trophoblasten untersucht. Das glia missing cell-1-(GCM-1) Protein scheint wesentlich fiir die
Regulation der Syncytin-1- und -2-abhingigen Fusion zu sein, indem es die Expression dieser
beiden Proteine erhdht (Chang, et al., 2008, Liang, ef al., 2010). Gleichzeitig fiihrt das GCM-
1-Protein zur HtrA4-Expression, welche die Syncytin-1-abhingige Fusion hemmt, was
wichtig fiir die fusionsunabhingige Differenzierung extravilloser Cytotrophoblasten ist, die in
die Dezidua invadieren (Wang, et al., 2012) (Abb. 1.6). Damit ist das GCM-1-Protein ein
essentieller Regulator der Trophoblasten-abhéngigen Fusion und reguliert die richtige

Verteilung von Syncytiotrophoblasten und extravillsen Cytotrophoblasten.
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ST
Zell-Zell Fusion

Syncytin-1
Syncytin-2
ASCT-2
MFSD2a
HtrA4

undifferenziert

i

EVT
Zell Invasion

Abbildung 1.6: Schematische Darstellung der Differenzierung von Cytotrophoblasten zu
Syncytiotrophoblasten sowie extravillosen Trophoblasten.

Die Differenzierung zu Syncytiotrophoblasten wird von GCM-1 beeinflusst, was die Syncytin-1-
Expression beeinflusst. Die Syncytin-1-Expression sowie die Syncytin-2-Expression auf der
Oberflache der Cytotrophoblasten kann mit anderen Cytotrophoblasten zur Bindung der jeweiligen
Rezeptoren ASCT-2 und MFSD2A fithren. Die Bindung fiihrt zu einer Fusion dieser
Cytotrophoblasten und damit zur Entstehung der mehrkernigen Syncytiotrophoblasten. Zeitgleich
beeinflusst GCM-1 die Sezernierung von HtrA4 und die Bindung von HtrA4 an Syncytin-1 fiihrt zur
Differenzierung von Cytotrophoblasten zu extravillésen Cytotrophoblasten (modifiziert nach (Wang,
etal.,2012)).

Neben seiner Fusionsaktivitit zeigte Syncytin-2 eine immunsuppressive Funktion. In
einem tumor rejection assay konnte eine Immunsuppression von Syncytin-2 bewiesen werden
(Mangeney, et al., 2007). So konnte innerhalb der TM in der ISD des HERV-FRD-
Hiillproteins ein 20-Aminosiure langes Peptid identifiziert werden, das Ahnlichkeiten mit
einem CSK-17 synthetischen Peptid aufweist, dessen immunsuppressive Aktivitét in vivo und
in vitro beschrieben wurde. In einem B16 Melanom tumor rejection model konnte durch
Applikation der ISD des humanen Syncytin-2 und des murinen Syncytin-B das AbstoBen des
Tumors verhindert und somit das Tumorwachstum geférdert werden. In diesem Modell zeigte
Syncytin-1 keine immunsuppressive Aktivitit (Mangeney, et al., 2007).

Erkrankungen in der Plazenta gehen oftmals mit einem ungewollten
Schwangerschaftsabbruch und einer Entziindungsreaktion einher. In westlichen Landern
kommt es in 5 — 7 % aller Schwangerschaften zu ungewollten Schwangerschaftsabbriichen
und in Entwicklungsldndern ist diese Zahl um ein Vielfaches hoéher. Oftmals sind die
Ursachen einer Erkrankung der Plazenta auf diverse Infektionen zuriickzufiihren, aber auch
auf Alkohol- und Drogenmissbrauch, Stress und physiologische Schidigung. Dies kann zu

einem verlangsamten Wachstum der Plazenta fiihren, was auch intraunterine growth
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restriction (IUGR) genannt wird, oder zu einer Priaeklampsie, einer hypertensiven Erkrankung
(Al-Jameil, et al., 2014, Hogberg, 2005, Sastry, 1991).

Es konnte gezeigt werden, dass IUGR und Préeklampsie mit einer reduzierten mRNA- und
Protein-Expression diverser HERV-Hiillproteine wie z.B. Syncytin-1 und -2 einhergehen
(Knerr, et al., 2004, Lee, et al., 2001, Vargas, et al., 2011). Auch die ASCT-2-Expression war
wiahrend Priaeklampsie reduziert (Chen, et al., 2006) und fiir MFSD2A konnte ebenfalls eine
verringerte Expression wihrend der Priaeklampsie gezeigt werden (Toufaily, ef al., 2013).
Dies fiihrt zu Vermutung, dass HERV-Hiillproteine in der Entstehung der Plazenta, aber auch
in der Aufrechterhaltung der Plazenta notwendig sind.

Das ebenfalls Plazenta-exprimierte HML-2 (HERV-K) wurde bis dato ausschlieBlich
in den extravillosen Cytotrophoblasten gefunden. Da diese in die Dezidua invadieren und
migrieren und dort mit den Immunzellen der Mutter in Kontakt kommen, wird insbesondere
fiir HERV-K eine immuntolerogene Eigenschaft vermutet (Kammerer, et al., 2011). Bis jetzt
wurden sechs funktionelle Hiillproteine dieser Familie beschrieben, welche sehr stark
konserviert sind (Boller, et al., 2008). Des Weiteren konnte eine ISD innerhalb der TM von
HERV-K identifiziert werden, welche in vitro eine Immunsuppression von PBMCs bewirkte
(Morozov, et al., 2013). Ob HERV-K eine Bedeutung in der Fusion von Trophoblasten hat,
wie es bei HERV-W oder HERV-FRD der Fall ist, ist unbekannt. Es konnte jedoch gezeigt
werden, dass HERV-K in Melanomzellen eine fusogene Eigenschaft hat, aber ob dies auch
auf gesunde Zellen zutrifft, ist weiterhin ungeklért (Huang, et al., 2013). Der oder die
Rezeptoren des HML-2-Proteins sind ebenfalls nicht identifiziert.

Ein weiteres sehr altes und gut erforschtes HERV-Hiillprotein in der Plazenta ist
ERV3 oder Syncytin-3, jedoch hat dieses Hiillprotein die fusogene und ebenfalls
immuntolerogene Eigenschaft durch Mutationen in der ISD verloren, da dieses Hiillprotein

nicht sehr gut konserviert ist (de Parseval and Heidmann, 1998, Kato, et al., 1987).

Tabelle 1.1: Ubersicht der am besten beschriebenen HERV-Hiillproteine mit deren Gen-Namen und
(Fusions-) Rezeptoren.

Gen-Name Hiillprotein-Name Rezeptor
HERV-W Syncytin-1 SLC1A4 (ASCT-1)
SLC1A5 (ASCT-2)

HERV-FRD Syncytin-2 MFSD2A

HERV-K HML-2 unbekannt
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1.2.3. Immunzellen in der Plazenta

Wihrend der frilhen Schwangerschaft sind viele CD45'-Leukozyten in der Plazenta
vorhanden. Sie machen 50 - 75 % aller Zellen in der Plazenta aus. Jedoch ist wenig iiber ihre
Verteilung und Funktionen bekannt (Maruyama, et al., 1992, Starkey, et al., 1988). In der
frithen Schwangerschaft machen wiederum 70 % der CD45 -Leukozyten uterine natiirliche
Killerzellen (uterine natural killer cells (uNKs)) aus, denen ein wichtiger Einfluss in der
Implantation zugesprochen wird. Sie weisen eine hohe CD56 -Expression auf, aber keine
Expression von CD16" (Kalkunte, et al., 2008, King, et al., 1991, Starkey, et al., 1988). Es
wurde ebenfalls eine hohe Anzahl von CD3"-T-Zellen in der Plazenta nachgewiesen, die dort
8 - 10 % der Leukozyten ausmachen (King, et al., 1991, Starkey, et al., 1988). Am Anfang
der Schwangerschaft sind eher pro-inflammatorische T-Zellen wichtig, im zweiten Trimester
kommt es zu einem Anstieg der anti-inflammatorischen T-Zellen (Mor, 2008, Mor, et al.,
2011). Regulatorische T-Zellen (Tregs) kommen ebenfalls in einer relativ hohen Anzahl vor
(Mjosberg, et al., 2010), jedoch gibt es nur wenige Th17-Zellen und CD19"-B-Zellen in der
Plazenta (Trundley and Moffett, 2004). CD4"-T-Helfer-Zellen und Tregs sind in der Plazenta
fiir die Immuntoleranz essentiell, da sie wichtige Regulatoren in der Produktion von Th1/Th2-
Zytokinen sind (zusammengefasst in (Erlebacher, 2013, Mincheva-Nilsson, et al., 2006,
Pedroza-Pacheco, et al., 2013). In der immuntoleranten Plazenta ist eine Verschiebung der
Th1- zur Th2-Zytokinproduktion ein wichtiger Schritt (Szekeres-Bartho and Wegmann, 1996,
Wegmann, et al., 1993).

Klassische Antigen-prisentierende Zellen (APCs) wie Makrophagen, CD83"-mDCs (reife
dendritische Zellen) und CD209'-iDCs (unreife DCs) sowie CD14'-Monozyten werden
ebenfalls in der Plazenta gefunden (Kammerer, ef al., 2003, Kammerer, et al., 2000, Rieger,
et al., 2004). Ungefihr 8 - 10 % von allen CD45 -Zellen in der Plazenta sind iDCs. Plazenta-
residente oder auch uterine DCs (uDCs) sind sehr wahrscheinlich von entscheidender
Bedeutung fiir die Ausbildung der organspezifischen Toleranz. Im Gegensatz zu peripheren
DCs zirkulieren uDCs nicht in die Lymphknoten. Faktoren dieser Geweberesidenz sind
weitgehend unbekannt. uDCs sind phinotypisch unreif (niedrige CD86'- und CDS83'-
Expression), erreichen jedoch nach Aktivierung durch LPS in der Plazenta einen semireifen
Phinotyp (Collins, et al., 2009, Gardner and Moffett, 2003, Kammerer, et al., 2003,
Kammerer, et al., 2000, Miyazaki, et al., 2003). Sie tragen zur Differenzierung von uNK-
Zellen bei, denen eine entscheidende Rolle in der Immunregulation in der Plazenta zukommt.
So sind Prieklampsie sowie ungewollte Schwangerschaftsabbriiche mit einer reduzierten

uNK-Zellanzahl assoziiert. Eine Reduktion der extravillosen Invasion wird ebenfalls mit einer
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geringeren Anzahl von uNK-Zellen in Zusammenhang gebracht (Schwede, et al., 2014).
Dariiber hinaus wird uDCs eine essentielle regulatorische Bedeutung in der gesunden
Plazenta und der dabei induzierten Immuntoleranz durch direkte und indirekte Eigenschaften
zugesprochen, welche ndher im Abschnitt 1.3 beschrieben werden. In diversen Erkrankungen
in der Plazenta wurde aber auch ein erhohte Anzahl von uDCs und eine gesteigerte Frequenz
von mDCs beschrieben (Al-Jameil, et al., 2014, Cappelletti, ef al., 2013, Darmochwal-Kolarz,
et al., 2003, Huang, et al., 2008).

1.2.4. Immunologische Synapse

Eine immunologische Synapse (IS) ist die Kontaktzone zwischen einer APC, hier einer DC
und einer Antigen-spezifischen T-Zelle (Abb. 1.7). Die Aktivierung der T-Zelle kann durch
sehr kurze, repetitive, oder auch bis zu Stunden andauernde Kontakte erfolgen. Die
Kontaktdauer wird von verschiedenen Umwelteinfliissen beeinflusst, jedoch konnte gezeigt
werden, dass mehrere kurze Kontakte (3 — 20 min) ebenfalls zu einer T-Zell-Aktivierung
fiihren konnen (Friedl, ef al., 2005, Gunzer, et al., 2000, Miller, et al., 2004). Fiir die
erfolgreiche Aktivierung ist insbesondere bei naiven T-Zellen die Interaktion
kostimulatorischer Molekiile (CD86", CD80" auf DCs (Monks, ef al., 1998), CD28" auf T-
Zellen) notwendig, fiir die Stabilisierung der T-Zell/DC-Bindung die Aktivierung von
Integrinen (Bromley, et al., 2001, Fooksman, et al., 2010, Huppa and Davis, 2003). Die
Erkennung des Antigens in diesem Kontext leitet die T-Zell-Aktivierung ein, die durch die
Mobilisierung von Kalzium (Ca*")-Ionen aus dem endoplasmatischen Retikulum (ER) infolge
der Aktivierung von Inositol-1,4,5-triphosphate (IP3) durch die Phospholipase C (PLC)
ausgeschiittet werden (Smith-Garvin, ef al., 2009). Sekundir werden Ca*-Kanile (CRAC -
calcium releasing-activated channel) in der Plasmamembran geo6ffnet, die zu einem
kontinuierlichen extrazelluldren Ca*'-Einstrom in die T-Zelle fiihren (Feske, 2007, Oh-hora
and Rao, 2008). Das intrazellulire Ca>" fungiert als Signalmolekiil und fiihrt z.B. zu einer
Transkription des i/2-Gens, welches zur IL-2-Produktion fiihrt. Dies ist wiederum fiir die T-
Zell-Aktivierung liber den IL-2 Rezeptor notwendig, welcher auf der T-Zelle exprimiert wird.
AuBlerdem fiihrt die TZR-Aktivierung ebenfalls zur Phosphorylierung von immunoreceptor
tyrosine-based activation motifs (ITAMs). So werden Lck- und Src-Tyrosinkinasen
phosphoryliert und aktiviert und fiihren zu einem Komplex mit ZAP-70 und LAT. Diese
Kaskade flihrt zur Aktivierung von verschiedenen Transkriptionsfaktoren wie z.B. NF-«xB,

MAPK/ERK oder NFAT, welche zur Aktivierung der T-Zelle fiihren.
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Aktivierte T-Zellen proliferieren und fiihren zur klonalen Expansion, was mit einer
Zytokinproduktion von diversen Interleukinen wie IL-2 und IL-5, aber auch TNF-o und IFN-y
einhergeht.

Pathogen
z.B. LPS

IL-2

Nukleus
Dendritische
Zelle

Antigen
Prozessierung

Abbildung 1.7: Schematische Darstellung einer immunologischen Synapse zwischen einer DC als
APC und einer T-Zelle.

Die DC wird durch die Bindung von Pathogenen (z.B. LPS an TLR4) an ihrer Zellmembran und
aktiviert die T-Zelle mittels Antigenprédsentierung iiber MHC-II und TZR-Bindung sowie anderer
kostimulatorischer Molekiile stimuliert. Die kostimulatorischen Molekiile sind CD80 und CD86 auf
der DC und binden an CD28 oder CTLA4 auf der T-Zelle bzw. CD40 auf der DC bindet an CD40L
der T-Zelle. Dabei werden ebenfalls T-Zell-stimulierende Zytokine wie z.B. IL-6, IL-12 und TNF-a
seitens der DC ausgeschiittet. Zielmolekiile in der T-Zelle wie LAT, ZAP-70 und Lck werden durch
TZR-Aktivierung phosphoryliert und fithren zur T-Zell-Aktivierung (charakterisiert durch IL-2, IL-5,
IFN-y und TNF-a)) (modifiziert nach (Huppa and Davis, 2003)).

1.3. Immuntoleranz in der Plazenta

Neben dem Schutz des Fetus durch die physiologische Barriere der
Syncytiotrophoblasten hat sich die Plazenta wihrend evolutiondrer Prozessen zu einem sehr
spezifischen Organ entwickelt, das durch verschiedene immunevasive Mechanismen den
Fetus vor dem Abstoflen beschiitzt (Mincheva-Nilsson, et al., 2006). So wurde gezeigt, dass

die Plazenta-Trophoblasten bakterielle und virale Infektionen ohne Schéadigung des Fetus
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bekdmpfen konnen, jedoch sind die unterliegenden Mechanismen weitgehend unbekannt
(Beer and Quebbeman, 1986, Chatterjee, et al., 2014, King, et al., 2000, Srinivas, et al., 2006,
Vasquez, et al., 2013). Der damit offensichtlichen Immunkompetenz der Plazenta steht eine
organspezifische Toleranz gegeniiber, die die AbstoBung des semi-allogenen Fetus verhindert.
Hierbei wird den HERV-Hiillproteinen eine wichtige Rolle in der Immunsuppression
zugesprochen, da sie einerseits stark in der Plazenta exprimiert werden und andererseits
wihrend pathologischer Konditionen wie Prieklampsie dysreguliert sind, aber auch fiir die
beschriebene ISD kodieren.

Bis jetzt wurde der direkte Einfluss der HERV-Hiillproteine wenig untersucht, sondern
hauptséchlich die Suppression immunologischer Parameter durch Trophoblasten, die neben
der HERV Hiillprotein-Expression {iber weitere, potentiell suppressive Faktoren verfiigen.

So sezernieren Trophoblasten immunsupprimierende 16sliche Mediatoren wie thymic
stromal lymphopoieitin (TSLRP) und macrophage inhibtior cytokine-1 (MIC-1), mit denen
sie die DC-Reifung sowie deren Zytokinproduktion in vitro reduzierten (Du, et al., 2014,
Guo, et al., 2010, Segerer, et al., 2012). Ahnliche immunsuppressive Eigenschaften wurden
durch ex vitro kultivierte Trophoblasten beschrieben, welche die Reifung und
Zytokinproduktion von DCs, Monozyten und Makrophagen hemmten (Cappelletti, et al.,
2013, Grasso, et al., 2014, Panda, et al., 2012, Salamone, et al., 2012).

Eine Bedeutung von HERV-Hiillproteinen hierbei ist nicht direkt bewiesen, jedoch
konnten immuntolerogene Eigenschaften dieser Proteine gezeigt werden. So wurde in einem
tumor rejection assay gezeigt, dass eine ISD innerhalb der TM von Syncytin-2
immunsuppressive Eigenschaften hat, jedoch konnte dies nicht fiir Syncytin-1 gefunden
werden (Mangeney, et al, 2007). Es konnten ebenfalls immunsuppressive Plazenta-
Mikrovesikel identifiziert werden, welche fiir eine interzellulire Kommunikation in der
Plazenta sowie der Trophoblasten-abhingigen Fusion notwendig sind (Lokossou, ef al., 2014,
Record, 2014). Diese Mikrovesikel werden von Trophoblasten exozytiert und exprimieren
unter anderem Syncytin-1 und -2 (Kshirsagar, ef al., 2012, Vargas, et al., 2014), (Tolosa, et
al., 2012).

Rekombinantes Syncytin-1 hemmte die Zytokinproduktion von Monozyten und PBMCs
(Holder, et al., 2012, Rolland, et al., 2006), wahrend rekombinantes HML-2 die Proliferation

von PBMC:s in vitro stark verminderte (Morozov, et al., 2013).
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1.4. Fragestellung

Aufgrund der semi-allogenen Toleranz der Plazenta in der gesunden Schwangerschaft und der
damit assoziierten Immunsuppression der HERV-Hiillproteine durch deren beschriebene ISD
sowie deren immunsuppressive Aktivitit wird fiir eine wichtige Funktion der HERV-
Hiillproteine in der semi-allogenen Toleranz vermutet. Bis dato wurde deren Aktivitdt
entweder mittels rekombinanter, nicht membranstindiger HERV-Hiillproteine untersucht oder
fiir membranstindige auf Trophoblasten exprimierte HERV-Hiillproteine, die aber sehr
wahrscheinlich mit anderen immunmodulatorischen Mediatoren dieser Zellen gemeinsam
wirken.

In dieser Arbeit sollten spezifisch die modulatorischen Eigenschaften verschiedener
HERV-Hiillproteine (Syncytin-1, -2 und HML-2) auf Immunzellen untersucht werden.
Hierfiir sollten fiir die HERV-Hiillprotein-Genprodukte transgene Effektorzellen etabliert
werden und nachfolgend mogliche regulatorische Effekte auf Viabilitdt und Aktivierung von

T-Zellen oder DCs evaluiert werden.
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2. Materialien

2.1. Zellen

2.1.1. Zelllinien
Die verwendeten Zelllinien (Tabelle 2.1) wurden von der Arbeitsgruppe Prof. Dr. Ulrike
Kdmmerer aus der Frauenklinik des Universititsklinikums Wiirzburg sowie von der
Arbeitsgruppe Prof. Dr. Sibylle Schneider-Schaulies aus dem Institut fiir Virologie und

Immunbiologie der Universitdt Wiirzburg bereitgestellt.

Tabelle 2.1: Verwendete Zelllinien.

Zelllinie Ursprung Medium
BeWo Humanes Plazenta Chorionkarzinom (adhérent) RPMI 1640 mit 10 % FKS
JEG-3 Humanes Plazenta Chorionkarzinom (adhérent) RPMI 1640 mit 10 % FKS
JAR Humanes Plazenta Chorionkarzinom (adhérent) RPMI 1640 mit 10 % FKS
GH Humanes Plazenta Chorionkarzinom (adhérent) RPMI 1640 mit 10 % FKS
HEK 293 T Humanes embryonales Nierenepithel mit stabiler DMEM mit 10 % FKS
Expression des SV 40 T-Antigens, adhérent
CHO Ovarien des chinesischen Hamsters (Cricetulus MEM mit 5 % FKS
griseus)
2.1.2. Primiire Zellen

T-Zellen und aus Monozyten generierte dendritische Zellen (DCs) wurden aus
Leukozytenkonzentraten = gewonnen, welche von der Transfusionsmedizin des
Universititsklinikums Wiirzburg bereitgestellt wurden (Tabelle 2.2; Abschnitt 3.1.5 und
3.1.6). Alle Blutspender haben der Ethikvereinbarung der Ethikkommission der Universitdt

Wiirzburg zugestimmt.

Tabelle 2.2: Verwendete primére Zellen.

Zellen Ursprung Medium
T-Zellen PBLs RPMI 1640 mit 10 % FKS
Dendritische Zellen PBMCs RPMI 1640 mit 10 % FKS
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2.2. Bakterien
Die verwendeten kompetenten Bakterien E. coli Gold sowie E. coli Topl0O (Invitrogen)

wurden fiir die Transformation zur Amplifikation von Plasmiden verwendet.

2.3. Plasmide

Tabelle 2.3: HERV-Hiillprotein-Plasmide.

Plasmid Kodiertes Protein Restriktionsenzyme
pCG-Syncytin-1 HERV-W env - Syncytin-1 Sal-1/Pst-1
pCG-Syncytin-2 HERV-FRD env - Syncytin-2 Sal-1/Pst-1

pCG-HML-2 HERV-K env - HML-2 Pac-1/Xho-1
pCG-ASCT-2 ASCT-2 - SCL1A5S Xba-1/Pst-1
pCG-MFSD2A MFSD2A Pac-1/Xho-1

Die einzelnen HERV-Hiillproteine und -Rezeptoren wurden in den eukaryotischen
Expressionsvektor pCG mit spezifischen Klonierungsprimern kloniert (Tabelle 2.3). Der leere

pCG-Vektor wurde von der Arbeitsgruppe Prof. Dr. Sibylle Schneider-Schaulies bereitgestellt
(Abb. 2.1).

4310 EcoNI (1)
4211 Thit1i (1) CMV promoter 17..543
4111 Pfol (1) 1294 SnaBl (1)

653 SanDI (1)
653 PpuMI (1)
3662 Xmn (1)_
' 996 Mrel (1)

3434 Pvul (1)_| | 1002 Psil (1)

3287 Fspl (1) l

_)
3147 Cfr101 (1)
3062 Eam1105I (1)

1171 Apal (1)
1171 Bsp1201 (1)

1298 BamHl (1)

1304 Pacl (1)

1313 Xbal (1)

1319 Accl (1)

1319 Sall (1)

1326 Pmel (1)

1333 Sbfl (1)

1334 Pstl (1)
1340 Sphi (1)

1540 BstAPI (1)

1550 PfiMI (1)

1794 Aval (1)

1794 Xhol (1)

1816 Avrll (1)

1819 Stul (1)

1863 Sfil (1)

2585 AlwNI (1) |
ColE1 origin 2899..2217
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Abbildung 2.1: Schematische Darstellung des eukaryotischen Expressionsvektors pCG.

2.4. Primer
CDS (coding sequence)-Primer wurden gewdhlt, um die funktionellen kodierenden
Sequenzen aus DNA zu gewinnen (Tabelle 2.4). Die Klonierungsprimer wurden verwendet,
um die CDS-Sequenz in der richtigen Leserichtung in den pCG-Vektor mit Hilfe von

Restriktionsenzymen zu ligieren (Tabelle 2.5).

Tabelle 2.4: Primer fiir die Isolation der CDS aus cDNA.

Primer Sequenz 5°-3°
Syncytin-1 FW ATGGCCCTCCCTTATCATATTTTT
REV CTAACTGCTTCCTGCTGAATTG
Syncytin-2 ~ FW ATGGGCCTGCTCCTGCTGGT
REV TTAGAAGGGTGACTCTTGAATATT

HML-2 FW TCAGCTTCCTGTTTGGATACCC
REV GCCTTGAGATTCTGTTAATVTAT
ASCT-2 FW ATGAACATCCTGGGCT

REV CATGACTGATTCCTTCT
MFSD2A FW ATGGCCAAAGGAGAAG

REV CTGGCTAGCATCCTC
Primer FW: 5’-Primer; Primer REV: 3’-Primer.

Tabelle 2.5: Primer fiir die Klonierung in den pCG-Vektor.

Primer Sequenz 5°-3° Restriktionsenzyme
Syncytin-l  FW  GATAGGTCGACCGGCCGCCACCATGGCCCT Sal-I
CCCTTAT
REV  TCAGCAGGAAGCAGTTATCCATATGACGTC Pst-1
CCAGACTATGCCTGACTGCAGGATAG
Syncytin-2  FW  GATAGGTCGACCGGCCGCCACCATGGGCCT Sal-I
GCTCCT
REV  AAGAGTCACCCTTCTATCCATATGACGTCCC Pst-1
AGACTATGCCTGACTGCAGGATAG
HML-2 FW GATAGTTAATTAACGGCCGCCACCATGAAC Pac-1
CCATCAGAG
REV  TGTTACTGTGTCTGTGTATCCATATGACGTC Xho-I
CCAGACTATGCCTGACTCGAGGATAG
ASCT-2 FW GATAGTCTAGACGGCCGCCACCATGAACAT Xba-1
CCTGGGCT
REV  CTATCCTGCAGTCAGGCATAGTCTGGGACG Pst-1

TCATATGGATACATGACTGATTCCTTCT
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MFSD2A FW  GATAGTTAATTAACGGCCGCCACCATGGCC Pac-1
AAAGGAGAAG
REV  CTATCCTCGAGTCAGGCATAGTCTGGGACG Xho-1

TCATATGGATAGAGGATGCTAGCCAG
Primer FW: 5’-Primer; Primer REV: 3’-Primer.

2.5. siRNAs
Die siRNA-Sequenzen wurde mit Hilfe Online-Programm BLOCK-iT™ RNAi Designers
von Life Technologies generiert und iiber Sigma-Aldrich bestellt (Tabelle 2.6)

Tabelle 2.6: HERV-Hiillprotein-spezifische siRNA-Sequenzen.

Primer Sequenz 5°-3°

siRNA- Oligo CUGGUAAGCCUAUUUAAUU[dT][dT]

Syncytin-1 Oligo_as AAUUAAAUAGGCUUACCAG[AT][dT]

siRNA- Oligo CCUACCGCCAUCCUGAUUU[dT][dT]

Syncytin-2 Oligo_as AAAUCAGGAUGGCGGUAGG[dT][dT]

siRNA- Oligo CCGCCAGUAGCCUAUCAAU[AT][dT]

HML-2 Oligo_as AUUGAUAGGCUACUGGCGG[AT][dT]

2.6. Antikorper
2.6.1. Unmodifizierte Primirantikorper
Name Hersteller Klon Isotyp/Ursprung FACS IF
a-Syncytin-1/HERV-W Bioss polyklonal Kaninchen 1:50 1:100
HERV-FRD Antibody (N- Abgent polyklonal Kaninchen 1:50 1:100
Terminus
a-HERV-K envelope Austral monoklonal Maus 1:50 1:100
protein. IgG fraction Biologicals
a-Neutral Amino Acid EMD polyklonal Kaninchen 1:50 1:100
Transporter Millipore
a-Human SLC1AS Creative polyklonal Kaninchen 1:50 1:100
BioMart

MFSD2A o-Human (C- LifeSpan polyklonal Kaninchen 1:50 1:100
Terminus) Antibody BioSciences
a-Phosphotyrosine (Klon EMD monoklonal Maus - 1:100
4G10) Millipore
a-LFA-1/CD11a (Klon NKI- LifeSpan monoklonal Maus 1:100 -
L15) BioSciences
a-ICAM (Klon P2A4) Chemicon monoklonal Maus 1:100 -
Purified NA/LE a-Human BD monoklonal Maus 1:1000 -
CD3" (Klone UCHTI)
Purified NA/LE a-Human BD monoklonal Maus 1:1000 -

CD28" (Klon CD28.2)
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2.6.2. Sekundirantikorper

Name Hersteller Klon Isotyp/Ursprung FACS IF
Alexa Fluor 647 F(ab')2 Invitrogen polyklonal Ziege 1:200  1:200
fragment of goat a-rabbit
IgG (H+L)
Alexa Fluor 488 goat a- Invitrogen polyklonal Ziege 1:200  1:200
rabbit IgG (H+L)
Alexa Fluor 488 rabbit a- Invitrogen polyklonal Ratte 1:200  1:200

mouse IgG (H+L)

2.6.3. Modifizierte Primirantikorper
Name Hersteller Klon Isotyp/Ursprung FACS IF

a-human CD3" FITC ImmunoTool  monoklonal Maus 1:100  1:200
o-human CD3" APC ImmunoTool  monoklonal Maus 1:100  1:200
o-human CD11¢" FITC ImmunoTool  monoklonal Maus 1:100  1:200
o-human CD11¢"” APC ImmunoTool  monoklonal Maus 1:100  1:200
o-human CD40" FITC ImmunoTool  monoklonal Maus 1:100 -
a-human CD40" APC ImmunoTool  monoklonal Maus 1:100 -
o-human CD83" FITC BD monoklonal Maus 1:100  1:200
o-human CD86" FITC ImmunoTool  monoklonal Maus 1:100 -
o-human CD80" FITC ImmunoTool  monoklonal Maus 1:100 -
o-human HLA-DR" FITC ImmunoTec  monoklonal Maus 1:100  1:200
o-human CD4" FITC ImmunoTec  monoklonal Maus 1:100 -
o-human CD8" FITC ImmunoTec  monoklonal Maus 1:100 -

2.7. Fluoreszierende Farbstoffe

Name Hersteller Spezifische FACS IF
Farbung von
Phalloidin 594 Molecular F-Aktin 1:50 1:40
Probes
CFSE Molecular Intrazelluldre Lysin 1:2000  1:2000
Probes Reste

DAPI Bio-Rad Zellkern - 1:200

Octadecyl Rhodamine Life Membran - 1:200

B Chloride (R18) Technologies

2.8. Zellkulturmedien und Zusatze

Die Zellkulturmedien sowie das ATV, PBS und Versen wurden in der Medienkiiche des

Instituts fiir Virologie und Immunbiologie der Universitit Wiirzburg hergestellt.
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2.8.1. Eukaryotische Zellen

Medium Hersteller
RPMI 1640 Medienkiiche
MEM Medienkiiche
5,6 % Natriumhydrogencarbonat Medienkiiche
(NaHCO»)
ATV Medienkiiche
Fetales Kdlberserum (FKS) .

Invitrogen

Penicillin/ Streptomycin (100 L.E./ml) Medienkiiche
Interleukin 4 (IL-4) Miltenyi Biotech
GM-CSF Immunex
Lipopolysaccharid (LPS) Sigma-Aldrich
Phorbol-12-myristate 13-acetate (PMA) Sigma-Aldrich
Ionomycin Sigma-Aldrich
Staphylococcal enterotoxin B from Sigma-Aldrich

Staphylococcus aureus (SEB)

RPMI 1640 und MEM wurden mit 5,6 % NAHCO; sowie 100 LE Penicillin und
Streptomycin versetzt. Zusétzlich wurde das RPMI 1640 mit 10 % FKS und das MEM mit
5 % FKS versehen.

2.9. Bakterien

Medium Zusammensetzung
LB Medium 1 % (w/v) Bacto-Trypton
171 mM NacCl
0,5 % (w/v) Hefeextrakt

Medium Zusammensetzung
LB Agar wie LB Medium
1,5 % (w/v) Agar-Agar

Fiir die anschlieBende Selektion wurde das LB/Agar-Medium nach dem Autoklavieren mit

50 pg/ml Ampicillin angereichert.

2.10. Puffer und Losungen

Name Zusammensetzung
50 x TAE-Puffer 2,0 M Tris pH 8,0
0,1 M EDTA

1,0 M Essigséure
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Name Zusammensetzung
ATV 136,9 mM NaCl
(Medienkiiche) 5,4 mM KCI
5,6 mM D(+)-Glucose
6,9 mM NaHCO;
21,5 pM Trypsin
0,7 mM Versen
Name Zusammensetzung
FACS-Puffer 0,5 % (w/v) BSA
(Medienkiiche) 0,02 % (v/v) NaN;
in PBS (Ca*'- and Mg™+)
Name Zusammensetzung
Einfriermedium 10 % (v/v) DMSO in FKS
Name Zusammensetzung

Mini-Priparationspuffer

Losung 1

1 M Tris pH 7,5

0,5 M EDTA pH= 8,0 (4 °C)

1 ml RNase 10 mg/ml

Losung 2

0,2 M NaOH

1 % (w/v) SDS

Losung 3

3,0 M Kalium-Acetat

pH 5,5 mit Essigsdure
einstellen

Losung 4

0,1 M Tris pH 6,4

0,5M EDTA pH 8,0

2,1 % (v/v) Triton X-100

77,3 M Geno Cyanate

DIA Erde

3,3 M Diatomeen Erde

1% (v/v) HCI

Waschpuffer

5 M NaCl

1 M Tris pH 7,5

0,5 M EDTA pH 8,0

Name

10 % (v/v) EtOH

Zusammensetzung

NTE-Puffer

1 mM NacCl

0,1 M Tris, pH 7,4

0,0l M EDTA
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Zusammensetzung

Paraformaldehyd (4 %)

13,3 M Paraformaldehyd

Name

In PBS (Ca*'/Mg”"-frei)

Zusammensetzung

PBS

1,4 M NaCl

26,8 mM KCl

71,9 mM Na,HPO,4 x H,O

Name

14,7 mM KH,PO4

Zusammensetzung

Saponin-Puffer

0,33 Saponin

Name

In PBS (Ca*'/Mg”'-frei)

Zusammensetzung

TE-Puffer

10 mM Tris-HCI, pH 8.5

Name

1 mM EDTA

Zusammensetzung

Trypanblau

Name

0,25 % (w/v) in PBS (Ca*"/Mg”'-frei)

Zusammensetzung

Versen

536,6 uM KClI

(aus hausinterner Medienkiiche)

293,9 HM KH2PO4

805,9 uM Na,HPO,

28,1 mM NaCl

136,9 uM Versen

2.11. Kits
Name Hersteller
Big Dye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit Applied Biosystems
Endofree® Plasmid Purification Maxi Kit Qiagen

First Strand cDNA Synthesis Kit

Thermo Scientific

FlowCytomix "™

eBioscience

illustra'™ pureTaq Ready-To-Go PCR Beads

GE Healthcare

NucleoSpin® Extract II Kit (PCR Clean-up)

Macherey-Nagel

Phusion High-Fidelity PCR Kit

Finnzymes

RNeasy® Mini Kit

Qiagen
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2.12. Chemikalien und Reagenzien

Falls nicht anders angegeben wurden Chemikalien und Reagenzien von Sigma Aldrich oder

Applichem bezogen.

Name Hersteller
Brefeldin A Sigma-Aldrich
DharmaFECT 1 Transfektions Reagent ThermoScientific
EDTA Sigma-Aldrich
Fluoromount-G Southern Biotech
GelRed™ Biotium
Histopaque®-1077 Sigma-Aldrich
jetPEI"™ Cationic polymer transfection reagent Polyplus Transfection
Poly-L-Lysin Sigma-Aldrich
[methyl-3H] Thymidine (37 MBq in 1000 pl) Hartmann Analytik
TRIzol® RNA Isolation Reagents Life Technologies
Trypton Becton Dickinson

2.13. Plastikware und Verbrauchsmaterialien

Falls nicht anders angegeben wurde Plastikware und Verbrauchmaterialien von BD-Falcon,
Greiner bio-one, Sarstedt oder Eppendorf verwendet. Zellkultur Plastikware wurde von

Greiner bio-one und die Chamber SlidesLabTEK II wurden von Nunc benutzt.

2.14. Gerite

Name Hersteller
FACS Calibur - Durchflusszytometer Becton Dickinson
Fluoreszenzmikroskop DM IRE2 Leica
Harvester96® MACH 3 Tomtec
Konfokales Laserscanning Mikroskop LSM 510 Meta Zeiss
Konfokales Laserscanning Mikroskop LSM 780 Zeiss
Lichtmikroskop Labovert FS Leitz
PCR-Maschine, PTC-200 Thermo Cycler MJ Research (BioRad)
Sequenzierapparatur ABI PRISM® 3100 x genetic Advanced Biolab Service
Analyzer
Szintillationszéhler MicroBeta2™ Perkin Elmer
2.15. Software
Name Hersteller
ApE — A plasmid Editor v1.17 Wayne Davis

Cell Quest Pro Becton Dickinson
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FlowCytomix Pro 2.4 eBioscience
FlowJo Tree Star Inc.
LSM Image Browser Zeiss
Prism GraphPad

ZEN 2012 Zeiss
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3. Methoden

3.1. Zellkultur

Alle verwendeten Zelllinien, sowie primére Zellen wurden in Plastik- Zellkulturflaschen oder
-Zellkulturplatten in einem Brutschrank kultiviert, welcher eine wasserdampthaltige
Atmosphére generierte und eine konstant 37°C warme, sowie 5 % CO,-reiche Umgebung

hatte.

3.1.1. Zellkultur von Zelllinien
Die verwendeten adhirenten Zelllinien (CHO-, BeWo- und JEG-Zellen; Tabelle 2.1) wurden
bis zur Konfluenz kultiviert. Die Zellen wurden einmal mit ATV gewaschen und zum
Ablosen mit frischem ATV eine min bei 37°C inkubiert. Danach wurden die Zellen durch
mehrmaliges Pipettieren abgespiilt, zentrifugiert (5 min, 300 x g), in frischem Medium

resuspendiert und 1 : 10 mit frischem Medium verdiinnt.

3.1.2. Bestimmung der Lebendzellanzahl
Der Vitalfarbstoff Trypanblau bindet an DNA im Zytoplasma toter Zellen und férbt diese
blau. Dazu wurde eine abgeloste Zellsuspension 1 : 4 mit Trypanblau verdiinnt und in eine
Neubauer-Zahlkammer {iberfiihrt. Mithilfe eines Lichtmikroskops wurde die Zellanzahl
ungefirbter lebender Zellen bestimmt. Die Lebendzellanzahl wurde anhand von folgender

Formel berechnet:

gezdhlte Zellanzahl x Verdiinnungsfaktor

Lebendzellanzahl =
Anzahl der gezéhlten Quadrate.

3.1.3. Einfrieren und Auftauen von Zellen
Zum Einfrieren von Zellen wurden ungefihr 5 x 10° abgeloste Zellen zentrifugiert (5 min,
300 x g), in 1 ml 10 % FKS/DMSO-Losung resuspendiert und in ein Kryordhrchen tiberfiihrt.
Die Zellen wurden sofort mittels einer mit Isopropanol gefiillten Einfrierbox zum langsamen

Herunterkiihlen auf -80°C abgekiihlt und in Stickstoff gelagert.
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Zum Auftauen kryokonservierter Zellen wurden diese im 37°C Wasserbad kurz aufgetaut und
sofort mit 10 ml vorgewdrmten Medium gewaschen. Nach einem Zentrifugationsschritt
(5 min; 300 x g), um das toxische DMSO zu entfernen, wurde das Zell-Pellet in frischem

Medium aufgenommen und in eine Zellkulturflasche iiberfiihrt.

3.1.4. Isolation peripherer Blut mononukleiirer Zellen (PBMCs)
Periphere mononukledre Blut-Zellen aus dem Blut (PBMCs) wurden von der
Transfusionsmedizin der Universitit Wiirzburg aus Blut von gesunden, freiwilligen Spendern
mittels eines Leukozytendepletionsfilters gewonnen. Das ca. 7 ml Leukozytenkonzentrat
wurde mit Versen auf 50 ml aufgefiillt und langsam auf zwei 50 ml Rohrchen mit 9 ml
vorgelegtem Ficoll (Histopaque 1077) gegeben. Durch eine Gradientenzentrifugation (30 min;
300 x g; mit 2 min Anlauf/Bremse) wurden die PBMCs von Blutplasma und Erythrozyten
getrennt. Die gewonnenen PBMCs wurden anschlieBend dreimal mit vorgewédrmten PBS

gewaschen (5 min; 300 x g).

3.1.5. Differenzierung dendritischer Zellen aus Monozyten in vitro

Fiir die in vitro Differenzierung von dendritischen Zellen (moDCs) aus Monozyten wurden
Monozyten aus PBMCs mittels Adhdrenz-Selektion isoliert. Dafiir wurden PBMCs in 25 ml
RPMI/10 % FKS aufgenommen und in eine 175 cm® Zellkulturflasche tiberfiihrt. Nach drei
Stunden adhirierten die Monozyten an den Boden der Zellkulturflaschen, im Uberstand
befanden sich die PBLs (periphere Blut-Leukozyten) bestehend aus B- und T-Zellen sowie
NK-Zellen. Der Uberstand (PBLs) wurde abgenommen und diente als Quelle fiir die
Aufreinigung von T-Zellen. Die Monozyten wurden dreimal mit vorgewédrmtem PBS
gewaschen und anschlieBen mit frischem 25 ml RPMI/10 % FKS versetzt. Nach 24 Stunden
16sten sich die Monozyten von dem Zellkulturflaschenboden wieder ab und wurden gezihlt.
Die Monozyten wurden in einer Konzentration von 5 x 10° Zellen/ml fiir die Differenzierung
in DCs eingesetzt. Die Differenzierung zu unreifen DCs (iDCs) wurde mittels
Zytokinausreifung (500 U/ml GM-CSF und 250 U/ml IL-4 in das RPMI/10 % FKS Medium)
erreicht. Das Zytokin-haltige Medium wurde alle zwei Tage erneuert. Nach 5 Tagen waren
die Monozyten zu iDCs differenziert wie anhand der Expression von Oberflichenmarkern
(CD11c", HLA-DR', CD86™"€) mittels Durchflusszytometrie iiberpriift werden konnte. Die
Reinheit der Kultur wurde durch die Abwesenheit von CD3" T-Zellen in der DC-Zellkultur
mittels Durchflusszytometrie bestimmt (Abb. 3.1).
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Abbildung 3.1: Charakterisierung von iDCs.
moDCs wurden nach fiinf Tagen in GM-CSF- und IL-4-reicher Zellkultur auf die Expression von

Oberflichenmolekiilen (CD11c”, HLA-DR", CD86"*"¢) mittels Durchflusszytometrie iiberpriift. Die
Reinheit wurde mittels Abwesenheit von CD3" T-Zell-Oberflichenmarkern bestimmt.
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Die iDCs wurden mittels Zugabe von 100 ng/ml Lipopolysaccharid (LPS) zu reifen DCs

(mDCs) stimuliert und nach 24 Stunden anhand hochregulierter Expression mDC-typischer

Oberflichenmolekiile (CD86™", CD80" CD83") in der Durchflusszytometrie iiberpriift

(Abb. 3.2).
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Abbildung 3.2: Charakterisierung von mDC.

moDCs wurden 24 Stunden nach LPS-Stimulation auf die Expression von Oberflaichenmolekiilen
(CD83", CD86"") mittels Durchflusszytometrie {iberpriift.
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3.1.6. Aufreinigung und Aktivierung von T-Zellen

T-Zellen wurden aus PBLs anhand von Nylonwolle isoliert. Dabei weisen B-Zellen eine
héhere Bindungsaffinitit als T-Zellen auf. Ungeféhr 2 x 10° PBLs wurden in vorgewirmtem
RPMI/5 % FKS Medium aufgenommen und in eine 50 ml Spritze iiberfiihrt, welche mit 2 g
Nylonwolle ausgefiillt und sterilisiert worden war. Um ein Auslaufen zu verhindern wurde am
unteren Ende ein Plastikschlauch befestigt und mit einer Metallklammer verschlossen. Vor
Zugabe der PBLs wurde ca. 20 ml Medium zu der Nylonwolle in der Spritze vorgelegt und
danach die PBLs in 7 ml Medium zugegeben. AnschlieBend wurde die Sdule bei 37°C 45 min
inkubiert und anschlieBend zweimal mit RPMI/5 % FKS gewaschen. Damit wurden die
ungebundenen T-Zellen aus der Séule gewaschen und die an die Nylonwolle gebundenen B-
Zellen blieben in der Sdule zuriick. Der Durchfluss (T-Zellen) wurden zentrifugiert (5 min,
300 x g), gezdhlt und in einer Konzentration von 4 x 10° in RPMI/10 % FKS Medium
Die T-Zell-Reinheit CD3"-T-Zell-Oberflichenexpression

durchflusszytometrisch bestimmt ebenso sowie die Frequenz von CD4"-T-Helfer- und CD8"-

kultiviert. wurde mittels
zytotoxischen-T-Zellen (Abb. 3.3). Zur Aktivierung von T-Zellen wurden diese mit 40 ng/ml

PMA und 0,5 uM Ionomycin stimuliert.
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Abbildung 3.3: Charakterisierung priméarer T-Zellen und deren Subpopulationen nach Aufreinigung.
Die Reinheit wurde mittels CD3"-T-Zell-Oberflichenexpression bestimmt, ebenso wurde die Frequenz
der CD4"-T-Helfer- und CD8 -zytotoxischen-T-Zellen ermittelt.
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3.2. RNA-Methoden

3.2.1. RNA-Extraktion
Zytoplasmatische RNA wurde mittels Trizol® aus einem Zellpellet (1 x 107 Zellen; 5 min
zentrifugiert, 300 x g) isoliert. Dafiir wurde das Zellpellet in 1 ml Trizol® aufgenommen,
5 min bei Raumtemperatur (RT) lysiert und mit 200 pl Chloroform versehen. Nach Mischen
durch Invertieren und 3 min Inkubation wurde das Gemisch zentrifugiert (5 min, 16.000 x g)
und der Uberstand in ein neues ReaktionsgefiB iiberfiihrt. AnschlieBend wurde die RNA mit
500 ul Isopropanol 10 min inkubiert, danach zentrifugiert (10 min, 16.000 x g), mit 1 ml 75 %
Ethanol gewaschen und erneut zentrifugiert (5 min, 16.000 x g). Das Pellet wurde in 50 pL
RNA-freiem Wasser aufgenommen und 10 min auf 55°C erhitzt. Die RNA Konzentration

wurde spektralphotometrisch bestimmt (Nanodrop).

3.2.2. cDNA-Synthese
Die cDNA-Synthese wurde mittels des First Strand cDNA Kits durchgefiihrt. Dabei wurden
2 pg RNA mit 1 pl Oligo(dt)- bzw. random hexamer Primer gemischt und fiir 5 min bei 65°C
inkubiert. Danach wurden 1 x Reaktionspuffer, 1 mM dNTPs, Ribolock RNAse Inhibitor
(1 U/ul) und M-MalVRT (2 U/ul) hinzugefiigt, eine Stunde bei 37 °C inkubiert, anschliefend
5 min auf 70°C erhitzt und auf Eis abgekiihlt.

3.3. Molekularbiologische Methoden

3.3.1. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
Mittels PCR wurde ein DNA-Fragment mittels zyklischer Wiederholung von drei Schritten
amplifiziert: Denaturierung (DNA-Doppelstrang wird durch hohe Temperaturen
einzelstringig), Annealing (spezifische Primer binden an die einzelstringige DNA) und
Elongation (Polymerase bindet an den Primer und repliziert den einzelstrangigen DNA-Strang
zu einem neuen doppelstringigen DNA-Fragment). Diese Schritte werden 35 - 40 x
wiederholt. Aufgrund der Korrekturlese-Aktivitit der verwendeten Phusion-Polymerase
wurde die Insertion von Mutationen wéhrend der PCR verhindert. Die Zusammenstellung der

PCR-Reaktion ist in Tabelle 3.1 aufgelistet.
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Tabelle 3.1: Zusammensetzung der Phusion-PCR Reaktion.

Komponente Endkonzentration
5x Phusion HF Buffer 1x
10 mM dNTPs 200 uM
Primer FW 0.5 uM
Primer REV 0.5 uM
DNA-Fragment 2ug
Phusion DNA-Polymerase 0,01 U/ul
(2 U/ul)
Hzo ad

Primer FW: 5°-Primer (FW: engl: forward); Primer REV: 3’-Primer (REV: engl: reverse)

Tabelle 3.2: PCR-Reaktionsprogramm fiir den ThemorCycler.

Temperatur Dauer Anzahl der Zyklen
Denaturierung 98°C 30 sec 1
Denaturierung 98°C 10 sec
Annealing 65°C 30 sec 25
Elongation 72°C 30 sec
Elongation 72°C 10 min 1

Die Primer-Paare wurden fiir eine optimale Schmelztemperatur von 65°C generiert. Die PCR-
Reaktionen wurden mit dem ThermoCycler PTC-200 anhand des Programmes aus Tabelle 3.2

durchgefiihrt.

3.3.2. DNA-Agarose-Gelelektrophorese & DNA-Aufreinigung
Die DNA-Agarose-Gelelektrophorese trennt DNA-Fragmente nach ihrer Grofe anhand ihrer
negativen Ladung in einem elektrischen Spannungsfeld. Dafiir wurde ein 1,5%
Agarose/TAE-Gel hergestellt und mit dem DNA-interkalierenden Farbstoff Gel-Red
(1:30000) versehen. Ungefahr 1 pl des PCR-Produktes wurde zusammen mit 6 x Ladepuffer
auf das Agarosegel aufgetragen und zwei Stunden bei 120 mV aufgetrennt. Die DNA-
Fragmente konnten anschlieBend unter UV-Licht visualisiert werden. Das gewiinschte
Fragment wurde aus dem Gel ausgeschnitten und mittels NucleoSpin® Extract II Kit nach
Herstellerangaben aufgereinigt. Dafiir wurde das Gelstiick unter Hitze aufgeldst, die DNA an

eine Sdule gebunden, gewaschen und in 40 pl Wasser eluiert.

3.3.3. Restriktionsverdau und Ligation von DNA-Fragmenten
Der Ansatz des Restriktionsverdaus (Tabelle 3.3) wurde 2 Stunden bei 37°C inkubiert,
anschlielend auf einem Agarosegel iiberpriift. Die DNA wurde anschlieend wie in Abschnitt

3.3.2 beschrieben ausgeschnitten und aufgereinigt.
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Tabelle 3.3: Ubersicht des verwendeten Restriktionsverdaus.

Doppelverdau
Reaktionsansatz DNA-Fragment Vektor
RE-Puffer (10x Tango) 1 x 1x
DNA 100 ng/pl 100 ng/pl
Restriktionsenzym je 1 U/ul je 2 U/ul
Wasser ad 50 pl ad 250 pl

Das DNA-Fragment und der Vektor wurden an den durch die Restriktionsenzyme spezifisch
verdauten Stellen ligiert. Hierfiir wurde das DNA-Fragment in gleicher Menge oder im drei-
fachen Uberschuss zur Vektor-DNA eingesetzt (Tabelle 3.4). Die Ligationsreaktion wurde
eine Stunde bei RT gestartet und anschlieend iiber Nacht bei 4°C inkubiert.

Tabelle 3.4: Ubersicht iiber die Ligationsreaktion.

Reaktionsansatz 1:1 Ligation 1:3 Ligation
10x T4 DNA-Ligasepuffer 3ul 3ul
50 % PEG 3ul 3ul
Vektor 100 ng 50 ng
DNA-Fragment 100 ng 150 ng
T4 DNA Ligase 1,5 pl 1,5 pl
Wasser auffiillen auf 30 ul | auffiillen auf 30 pl

3.3.4.
Plasmid-DNA und Sequenzierung

Transformation kompetenter Bakterien und Maxi-Priparation von

Bei der Transformation werden Plasmide zur Vermehrung in Bakterien eingefiihrt. 100 ul
kompetente E.coli XL-10 Bakterien wurden mit 10 pl der Ligationsreaktion aus Abschnitt
3.3.3 gemischt, 30 min auf Eis inkubiert, 30 sec auf 42°C erhitzt und anschlieBend wieder auf
Eis 5 min abgekiihlt. Danach wurden die Bakterien in 1 ml LB-Medium 2 Stunden bei 37°C
in einem Schiittler (225 rpm) inkubiert, auf eine Selektionsplatte (LB-Agar mit
Selektionsantibiotikum, hier: Ampicillin) ausgestrichen und {iber Nacht bis zur Bildung von
Kolonien bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Fiir die Isolation von Plasmid-DNA wurde

eine Bakterienkolonie ausgewédhlt und in 200 ml LB-Medium mit Antibiotikum inkubiert. Die
Aufreinigung erfolgt nach dem Prinzip der alkalischen Lyse. DNA, nicht aber RNA, Proteine
und Unreinheiten bindet an eine Membran und wird anschlieen eluiert, in Endotoxin-freiem
Wasser aufgenommen und auf eine Konzentration von 1 pg/ul eingestellt. Plasmide wurden
nachfolgend nach dem Prinzip von Sanger einer Sequenzanalyse unterzogen. Dafiir wurde das

BigDyeTerminator v3.1 Cycle Sequencing Kit nach Herstellerangaben benutzt. Es wurde

ungefdhr 1 ng DNA eingesetzt und Sequenzierungsprimer im Abstand von ca. 600
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Basenpaaren verwendet bzw. gewihlt. Die Amplifikation erfolgte mit dem Folgenden

Reaktionsansatzes (Tabelle 3.5) und Thermocycler-Programms (Tabelle 3.6).

Tabelle 3.5: PCR-Reaktionsansatz fiir die Sequenzierungs-PCR.

Komponente Ansatz
Primer 0.5 uM
5x Reaktions-puffer 1 x
BigDye 1 pl
DNA I ng

Tabelle 3.6: PCR-Reaktionsprogramm fiir die Sequenzierungs-PCR.

Temperatur Dauer Anzahl der Zyklen
Denaturierung 96°C 30 sec
Hybridisierung 50°C 15 sec 29
Elongation 60°C 4 min
Abkiihlung 10°C 0 1

Die Aufreinigung des PCR-Produkts sowie des Sequenzierungs-Produkts erfolgte in der
diagnostischen Abteilung des Institutes der Virologie mittels dem ABI PRISM 3100 x genetic
Analyzer.

3.4. Zellbiologische Methoden

3.4.1. Polyethylenimin (PEI)-Transfektion
Zur Generierung von Effektorzellen wurden CHO-Zellen mit PEI transfiziert. Dafiir wurden
2 - 3 x 10° CHO-Zellen/Napf in einer 6-Napf—Platte am Tag vor der Transfektion ausgesit.
Am Tag der Transfektion wurden 3 pg Plasmid und 12 pg PEI in 150 mM NaCl gemischt,
20 min inkubiert und in 1 ml Antibiotika- und FKS-freiem MEM (Medium) zu den Zellen
gegeben. Am nichsten Tag wurde das Medium entfernt und die Zellen wurden in normalem
MEM/5 % FKS Medium kultiviert. Nach 48 Stunden wurde die Expression des Transgens
durchflusszytometrisch mit spezifischen Antikdrpern bestimmt und die Zellen wurden sofort

fiir funktionelle Analysen verwendet.

3.4.2. siRNA-Protein Knock-down in Chorionkarzinom-Zelllinien
Um die Expression eines oder mehrerer Proteine in Zellen, hier BeWo- oder JEG-Zellen, zu
vermindern, wurden diese mit sequenz-spezifischen siRNAs mit DharmaFECT 1 nach

Herstellerangaben transfiziert. Ungefihr 2,5 x 10° BeWo-Zellen/Napf wurden in einer 6-
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Napf-Platte am Vortag ausgesdt. Am Tag der Transfektion wurde 6 pl DharmaFECT 1 und
20 uM siRNA gemischt, 20 min inkubiert und in 1 ml Antibiotika-freiem RPMI/10 % FKS
Medium zu den Zellen gegeben. Nach 96 Stunden wurde die Proteinexpression an der

Zelloberflache mittels Durchflusszytometrie mit spezifischen Antikdrpern bestimmt.

3.4.3. Fusionsassay
Um die Funktionalitit der generierten Plasmide bzw. Fusionsproteine, sowie deren
Rezeptoren zu iiberpriifen, wurden Fusionsassays durchgefiihrt. Dazu wurden CHO-Zellen
mit den entsprechenden Plasmiden transfiziert und nach 48 Stunden mit DAPI, einem
Zellkernfarbstoff, gefarbt. Die Zellen wurden 5 min im Dunkeln bei RT mit DAPI inkubiert
und dreimal mit PBS gewaschen. AnschlieBend wurden Rezeptor- bzw. Fusionsprotein-
exprimierende Zellpopulationen fiir 48 Stunden in einer 6-Napf Platte ko-kultiviert mit einer
jeweiligen Zellkonzentration von 3 x 10° Zellen/Napf in der Gegenwart oder Abwesenheit
von 100 uM Forskolin. Als Kontrollen wurden CHO-Zellen verwendet, welche nur mit
Fusionsprotein oder Rezeptor transfiziert wurden. Die mehrkernigen Zellen (giant nuclei
cells) wurden mittels ZellkerngroBenbestimmung anhand des DAPI-Signals am

Fluoreszenzmikroskop gezédhlt und mit ImageJ ausgewertet.

3.4.4. DC Ko-Kultivierung mit Effektorzellen und Zytokinmessung
iDCs (5 x 10°) wurden mit Effektorzellen, entweder 2,5 x 10° HERV Hiillprotein-
exprimierenden CHO-Zellen oder 2,5 x 10° BeWo- bzw. JEG-Zellen, 24 Stunden ko-
kultiviert. Als Kontrollen wurden entweder unkonditionierte DCs oder DCs, die mit CHO-
Leervektor-transfizierten Zellen kontaktiert worden waren, verwendet. Danach wurde mit
LPS (100 ng/pl) stimuliert oder unstimulierte Zellen als Kontrollen verwendet. Nach weiteren
24 Stunden wurden Reifungsmarkern auf DCs durchflusszytometrisch oder Zytokine im
Uberstand von DCs bestimmt. Hierfiir wurden Uberstinde zunichst bei -80°C gelagert, und
mittels des eBioscience FlowCytomix ™ multiplex bead System nach Herstellerangaben
analysiert. Dafiir wurden pro Ansatz 50 ul unverdiinnter Uberstand verwendet, der vor der
Analyse iiber Nacht bei 4 °C gelagert wurde. Die Messung erfolgte am BD FACS Calibur™

und wurde mit der eBioscience FlowCytomix Pro Software analysiert.
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3.4.5. T-Zell-Proliferation

3.4.5.1. T-Zell-Proliferation mittels CFSE-Firbung
Die Expansion primidrer T-Zellen wurde generell mittels Bestimmung der CFSE-Intensitdt
gemessen. Hierfiir wurden die T-Zellen 5 min mit 2,5 uM CFSE in PBS bei RT inkubiert,
dreimal mit PBS gewaschen (5 min Zentrifugation; 300 x g), mit PMA (40 ng/ml) und
Tonomycin (0,5 pM) stimuliert und wurden in einer Konzentration von 1 x 10° Zellen/Napf in
eine 6-Napf-Platte ausgesit. Nach fiinf Tagen wurde die CFSE-Fluoreszenzintensitit mittels
Durchflusszytometrie gemessen. Proliferierende Zellen verlieren das CFSE-Signal mit jeder
Zellteilung und nicht-proliferierende Zellen behalten das CFSE-Signal. In Abbildung 3.4 ist

exemplarisch die T-Zell-Proliferation nach 5 Tagen dargestellt.
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Abbildung 3.4: Exemplarische Darstellung der Messung der T-Zell-Proliferation.
T-Zellen (entweder mit PMA/Ionomycin stimuliert oder unstimuliert) wurden mittels CFSE
Signalintensitdt in der Durchflusszytometrie nach 5 Tagen analysiert.

Je nach Experiment wurden 1 x 10° T-Zellen mit Effektorzellen, entweder 2,5 x 10° HERV-
Hiillprotein-exprimierende CHO-Zellen oder 2,5 x 10° BeWo- bzw. JEG-Zellen, fiir
24 Stunden vor der PMA/Ionomycin-Stimulation ko-kultiviert. Als Negativkontrollen wurden
entweder unkonditionierte T-Zellen oder T-Zellen, die mit CHO-Leervektor-transfizierten

Zellen kontaktierte worden waren, verwendet.

3.4.5.2. T-Zell-Aktivierung  mittels o-CD3- und a-CD-28-
Antikorper-Stimulation

Die TZR-vermittelte T-Zell-Aktivierung wurde mittels o-CD3- und o-CD28-Antikdrper-

Stimulation analysiert. Daflir wurde eine 96-Napft-Platte mit 200 pl Ziege-a-Maus IgG

(25 png in 50 mM Tris pH 8,7) eine Stunde im Brutschrank vorbehandelt und dreimal mit PBS

gewaschen. Gleichzeitig wurden 5 x 10° primére T-Zellen 15 Minuten auf Eis inkubiert und

danach mit 1 pg/ml 0-CD3- und o-CD28-Antikérper gemischt und 20 Minuten auf Eis
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inkubiert. Nach Abnehmen des Ziege-a-Maus IgG-Antikorpers von der 96-Napf-Platte
wurden 100 pl des frisch resuspendierten T-Zell-Antikorper-Mixes in die 96-Napf-Platte
gegeben.

Nach zwei Tagen wurden die T-Zellen mit Tritium-markiertem-Thymidin (radioaktivem *H-
Thymidin) 16 Stunden inkubiert und anschlieBend wurde die T-Zell-Proliferation anhand der
Inkorporation von radioaktivem “H-Thymidin mittels eines Szintillationszihlers
MicroBeta2™ gemessen.

Je nach Experiment wurden 5 x 10° primire T-Zellen mit 5 x 10* CHO-Zellen 24 Stunden
vorbehandelt. Als Negativkontrolle wurden unkonditionierte T-Zellen verwendet. Fiir die T-

Zell-Aktivierung wurden T-Zellen von den Effektorzellen zuriickgewonnen.

3.4.5.3. Mixed Leukocyte Reaction (MLR)

Bei der MLR werden APCs mit allogenen T-Zellen ko-kultiviert, welche die MHC-II Peptid-
Komplexe der APCs als fremd erkennen, aktiviert werden und proliferieren.

2,5 x 10* DCs wurden mit LPS ausgereift und nach 24 Stunden mit 2 x 10° T-Zellen in
Anwesenheit von IL-4 und GM-CSF in eine 96-Napf Platte mit rundem Boden pipettiert. Als
Kontrollen dienten T-Zellen, die entweder ohne DCs oder mit unreifen DCs ko-kultivierte
wurden. Nach vier Tagen wurden die Ko-Kulturen mit radioaktiv markiertem Thymidin ([*H]
Thymidin, 0,5 pCi/Napf) 16 Stunden gepulst, mittels eines Zell-Harvesters (TomTEC
Harvester9%6 MACH3) auf eine Filtermembran iibertragen und die Menge an eingebautem

Thymidin mit einem Szintillationszihler MicroBeta2™ gemessen.

3.4.6. Durchflusszytometrie

3.4.6.1. Oberflichenexpression
Fiir durchflusszytometrische Analysen der Oberflichenexpression wurden 1 x 10° Zellen in
50 pul FACS-Puffer resuspendiert und mit primdren oder direkt konjugierten Antikdrpern
45 min im Dunkeln bei 4°C inkubiert. Bei Verwendung eines unkonjugierten Antikorpers
wurden die Zellen einmal mit 1 ml FACS-Puffer gewaschen (5 min zentrifugiert bei 300 x g),
mit einem Fluorochrom-konjugierten Sekundérantikorper in 50 pl FACS-Puffer 45 min im
Dunkeln bei 4°C inkubiert, mit 1 ml FACS-Puffer gewaschen (5 min zentrifugiert bei
300 x g) und in 100 pul FACS-Puffer resuspendiert. Die durchflusszytometrische Messung
erfolgte am BD FACS Calibur'™ und wurde entweder mit der BD CellQuest Pro Software

oder der FlowJo Software ausgewertet.
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3.4.6.2. Intrazellulire Proteinexpression
Fiir eine intrazellulire Proteinanalyse wurden 1 x 10° Zellen mit 200 pl 4 % PFA/PBS bei 4°C
fixiert und zweimal mit PBS gewaschen (5 min, 300 x g). Danach wurde nach dem Protokoll
der Oberflachenfiarbung vorgegangen, jedoch wurden die Antikérper nicht in FACS-Puffer

verdiinnt, sondern in Saponinpuffer. Alle anderen Schritte wurden beibehalten.

3.4.7. Immunfluoreszenzfirbung
Fiir die Immunfluoreszenz wurden 3 x 10" Zellen auf eine 8-Napf Chamber-Slide (Nunc, Lab-
TeklIl Chamber Slide) gegeben (fiir adhédrente Zelllinien tiber Nacht, fiir primére T-Zellen und
DCs 20 min), welche mit 0,01 % Poly-L-Lysin vorbehandelt worden war Die Zellen wurden
in 4 % PFA/PBS bei RT fixiert und mit 0,01 % Triton X-100/PBS auf Eis 5 min
permeabilisiert, mit 0,1 % BSA/PBS fiir 20 min auf RT blockiert und iiber Nacht mit
spezifischen Antikérpern in 100 pl 0,1 % BSA/PBS bei 4°C im Dunkeln inkubiert. Am
nichsten Tag wurde dreimal mit PBS gewaschen und mit dem Fluorochrom-konjugierten
Sekundirantikorper in 100 pl 0,1 % BSA/PBS 45 min bei 4°C im Dunkeln inkubiert. Danach
wurde dreimal mit PBS gewaschen und die Chamber Slide mit einem Objektglas und

Fluoromount-G Medium eingedeckt.

3.4.8. Quantifizierung von DC/T-Zell-Konjugaten mittels Durchflusszytometrie

5 x 10° DCs wurden mit Superantigen (Staphylococcal enterotoxin B from Staphylococcus
aureus (SEB) (1 pg/ml) 20 min bei 37°C beladen. Allogene T-Zellen wurden mit CFSE
(2,5 uM) 5 min bei RT gefirbt, dreimal mit PBS gewaschen und in 10-fachem Uberschuss
(5x10% 20 - 30 min bei 37°C mit den mDC inkubiert. Als Positivkontrollen wurden
unkonditionierte mDCs oder mDCs, die mit CHO-Zellen, die mit Leervektor-transfizierten
ko-kultiviert worden, mit T-Zellen ko-kultiviert. Als Negativkontrollen wurden
unkonditionierte iDCs oder iDCs, die mit CHO-Zellen, die mit leerem Vektor transfiziert
worden waren, mit T-Zellen ko-kultiviert. Die DC/T-Zell-Konjugate wurden mit 4 %
PFA/PBS 10 min fixiert und direkt mittels BD FACS Calibur™ analysiert, indem der
Prozentsatz CFSE-positiver T-Zellen in der DC-Population gemessen wurde, welches durch

die FSC- und SSC-Einstellungen definiert wurde. (Abb. 3.5).
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Abbildung 3.5: Exemplarische Darstellung der iDC/T-Zell- und mDC/T-Zell-Konjugat-Analyse
mittels Durchflusszytometrie.

Die DC/T-Zell-Konjugate wurden anhand CFSE-positiver T-Zellen in der DC-Population durch die
FSC- und SSC-Einstellungen gemessen.

3.4.9. Ca’-Mobilisierung in DC/T-Zell-Konjugaten

Die Calcium (Ca*")-Mobilisierung in T-Zellen und damit die T-Zell-Aktivierung wurde durch
die Markierung der T-Zellen mit dem Farbstoff Fluo-4 gemessen. Bei einem intrazelluldren
Ca’’-Anstieg steigt die Intensitit des Fluo-4 Farbstoffes an und lisst sich
durchflusszytometrisch bestimmen. T-Zellen wurden in 10 mM Hepes/HANKS (-Ca**/-Mg*")
Medium mit pH 7,5 gewaschen. Danach wurden 5 x 10° T-Zellen/ml in 10 mM
Hepes/HANKS (-Ca**/-Mg*")-Medium resuspendiert, mit 1 pl/ml Fluo-4 (stock 1 mM in
DMSO) 30 min bei 37°C inkubiert, einmal mit PBS (-Ca*/-Mg®") gewaschen (5 min
zentrifugiert bei 300 x g) und fiir erneut 30 min bei 37°C mit Hepes/HANKS (-Ca*/-Mg”")-
Medium gewaschen. 5 x 10° Fluo-4 markierte T-Zellen wurden mit 5 x 10° SEB (I ug,
20 min) beladenen DCs 20 — 30 min ko-kultiviert. Die Messung erfolgte wie im Abschnitt

3.4.9.1 beschrieben mittels Durchflusszytometrie.

3.4.10. DC/T-Zell-Interface Analyse

2,5 x 10* mDCs wurden mit 1 pg SEB 20 min bei 37°C beladen und auf eine 8-Napf
Chamber-Slide (Nunc, Lab-TekIl Chamber Slide) gegeben, welche mit 0,01 % Poly-L-lysin
vorbehandelt worden war. Nach 20 min wurden 2,5 x 10° allogene T-Zellen zugegeben. Nach
20 — 30 min wurden die Konjugate mit 4 % PFA/PBS bei RT 10 min fixiert, mit 0,01 %
Triton X-100/PBS auf Eis 5 min permeabilisiert, mit 0,1 % BSA/PBS 20 min bei RT geblockt
und tiber Nacht mit p-tyr-Antikorper und Phalloidin (konjugiert an ein 593 nm emittierendes
Fluorochrom) in 100 pul 0,1 % BSA/PBS bei 4°C im Dunkeln inkubiert. Am néchsten Tag
wurden die Konjugate dreimal mit PBS gewaschen, mit dem fluoreszierenden

Sekundarantikorper o-Maus Alexa 488 in 100 ul 0,1 % BSA/PBS 45 min bei 4°C im Dunkeln
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inkubiert, dreimal mit PBS gewaschen und mit einem Objektglas und Fluoromount-G
Medium eingedeckt. Die Proben wurden mittels konfokaler Mikroskopie (Zeiss LSM 780)
analysiert und mit der Zeis ZEN 2012 Software ausgewertet. Aufnahmen wurden mit einem
40 x Olobjektiv (Plan-Apochromat) mit einem Laserlicht bei 488 nm und 584 nm gemacht.
Die DC/T-Zell-Kontaktebene wurde durch Visualisierung von 20 — 30 Z-Stapeln in einem
0,15 pm Intervall analysiert. Eine 3D-Rekonstruktion der Z-Stapel wurde mittels eines
integrierten Programms durchgefiihrt und fiir die Quantifizierung wurden 30 DC/T-Zell-

Konjugate pro Probe ausgewertet.

3.5. Statistik
Fiir die statistische Auswertung wurde die Software GraphPad Prism4 benutzt. Statistische
Signifikanz wurde mittels one-way ANOVA gefolgt von Bonferroni post-hoc test oder dem

Student’s T-Test berechnet (*p<0,05, **p<0,005 und ns fir nicht signifikant).
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4. Ergebnisse

HERV-Hiillproteine werden auf der Zelloberfldche von Trophoblasten exprimiert und haben
fusogene Eigenschaften. Diese HERV-Hiillproteine fusionieren in einer Zell-Zell-Bindung
mit ihren Fusionsrezeptoren, welche ebenfalls auf der Zelloberfliche von Trophoblasten
exprimiert werden. Dadurch entstehen aus den einkernigen Cytotrophoblasten mehrkernige
Syncytiotrophoblasten. Dariiber hinaus wurde HERV-Proteinen eine immuntolerogene
Funktion aufgrund ihrer ISD zugesprochen, die vermutlich iiber Zell-Zell-Kontakt vermittelt
wird. Im Folgenden wird die modulatorische Funktion verschiedener HERV-Hiillproteinen

auf diversen Immunzellen untersucht.

4.1. Expression der HERV-Hiillprotein-Rezeptoren auf Immunzellen

Der modulatorische Effekt der HERV-Hiillproteine wird wahrscheinlich iiber spezifische
Rezeptorbindungen vermittelt, jedoch wurden bis dato lediglich Fusionsrezeptoren
identifiziert, fiir die keine immunmodulierende Funktion beschrieben wurde.

Da diese Rezeptoren mdglicherweise einen Beitrag zum modulatorischen Effekt von HERV-
Proteinen leisten, wurde zunidchst die HERV-Rezeptorexpression auf verschiedenen
Immunzellarten analysiert. Die mRNA-Expression der HERV-Rezeptoren wurde nach RNA-
Extraktion aus Immunzellen und nachfolgender cDNA-Synthese mittels einer RT-PCR
gezeigt. Die Oberflachenexpression der Proteine wurde mittels Durchflusszytometrie sowie
Immunfluoreszenz analysiert.

Monozyten, iDCs und mDCs exprimierten die mRNAs fiir die HERV-Rezeptoren ASCT-1, -2
(Rezeptoren fiir Syncytin-1) und MFSD2A (Rezeptor fiir Syncytin-2) (Abb. 4.1).
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Abbildung 4.1: mRNA-Expression der HERV-Rezeptoren ASCT-1, -2 und MFSD2A.
Die mRNA-Expression wurde in Monozyten, iDCs und mDCs mittels RT-PCR analysiert.



ERGEBNISSE | 45

Fiir eine mogliche Zell-Zell-Bindung der HERV-Hiillproteine an die Zielzellen ist es wichtig,
zusiétzlich zur mRNA-Expression die Oberflichenexpression der Rezeptoren nachzuweisen.
Alle analysierten HERV-Rezeptoren (ASCT-1, -2 und MFSD2A) wurden auf der Oberfldche
von iDCs und T-Zellen exprimiert (Abb. 4.2). Die Anzahl der positiven Zellen war in der DC-
Population hoher als in der T-Zellpopulation. Dabei war die Frequenz der Zellpopulation, die
positiv flir MFSD2A war, hoher im Vergleich zu ASCT-1 und -2 sowohl in der DC- als auch
in T-Zellpopulation (DCs: 78,3 %; T-Zellen: 38,1 %). Die Frequenz der ASCT-1-positiven
Zellen war am geringsten (DCs: 66,9 %; T-Zellen 26,0 %) und ASCT-2 wurde auf 64 % der
DCs und 32,8 % der T-Zellen exprimiert.
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Abbildung 4.2: Proteinexpression der HERV-Rezeptoren ASCT-1, -2 und MFSD2A auf DCs und T-
Zellen.

A. Oberflachenexpression der HERV-Rezeptoren wurde auf T-Zellen (rechts) und auf DCs (links)
mittels Durchflusszytometrie gemessen. Analysiert wurden ausschlieBlich CD3'-T-Zellen und
CD11c-DCs. B. Exemplarische Darstellung der Proteinexpression von ASCT-1 und MFSD2A auf
CD11c¢"-DCs und CD3"-Zellen mittels konfokaler Mikroskopie (modifiziert nach (Hummel, et al.,
2015)).
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4.2. Expression der HERV-Hiillprotein-Rezeptoren auf
Effektorzellen

Chorionkarzinom-Zelllinien sind immortalisierte Zellen aus Trophoblastentumoren der
Plazenta. Es wurde gezeigt, dass primdre Trophoblasten sowie Chorionkarzinom-Zellen
HERV-Hiillprotein-mRNA und ebenfalls funktionelle HERV-Hiillproteine exprimieren.

Die Zelloberflachenexpression der HERV-Hiillproteine auf den Chorionkarzinom-Zelllinien
wurde mittels Durchflusszytometrie ermittelt.

Alle drei untersuchten HERV-Hiillproteine, Syncytin-1, -2 und HML-2, wurden auf der
Oberflaiche von den Chorionkarzinom-Zelllinien BeWo und JEG vergleichbar stark
exprimiert (Abb. 4.3). Dabei war die Oberflichenexpression der HERV-Hiillproteine auf
BeWo-Zellen geringfiigig hoher verglichen mit JEG-Zellen (BeWo: Syncytin-1: 52,0 MFI
(mean fluorescence intensity); Syncytin-2: 40,1; HML-2: 29,9 MFI; JEG: Syncytin-1:
36,8 MFI; Syncytin-2: 33,2 MFI; 25,2 MFI). Syncytin-1 war in BeWo- und JEG-Zellen das
am hochsten und HML-2 das am schwéchsten exprimierte HERV-Hiillprotein.
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Abbildung 4.3: Oberflichenexpression der HERV-Hiillproteine Syncytin-1, -2 und HML-2 auf den
Chorionkarzinom-Zelllinien BeWo und JEG.

A. Die BeWo-Oberflichenexpression wurde von Syncytin-1 und -2 anhand von spezifischen
Primédrantikérpern und o-Kaninchen Alexa 647 nm Sekundérantikdrpern (links) und die
Oberflachenexpression von HML-2 wurde mittels spezifischer Primérantikérper und a-Maus Alexa
488 nm Sekundirantikorper (rechts) gemessen. B. JEG-Oberflachenexpression von Syncytin-1 und -2
(links) sowie HML-2 (rechts) wurde mit denselben Antikdrpern wie in A durchgefithrt. Die
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Fluoreszenzintensitdt wurde mittels Durchflusszytometrie analysiert (modifiziert nach (Hummel, et
al., 2015)).

Um die Wirkung einzelner HERV-Hiillproteine zu untersuchen, wurden die Hiillproteine
Syncytin-1, - 2 und HML-2 aus Chorionkarzinom-Zelllinien kloniert, da diese identische
kodierende Sequenzen fiir HERV-Hiillproteine wie primére Trophoblasten aufweisen.

Dazu wurde aus der Chorionkarzinom-Zelllinie BeWo zunédchst RNA isoliert und diese mit
spezifischen Primern, die die komplette kodierende Sequenz von Syncytin-1, -2 und HML-2
flankieren, revers transkribiert (siche Tab. 2.3), um die mRNA-Expression dieser Hiillproteine

mittels RT-PCR nachzuweisen (Abb. 4.4).
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Abbildung 4.4: mRNA-Expression von Syncytin-1, -2 und HML2 in der Chorionkarzinom-Zelllinie

BeWo.
Die mRNA-Expression von Syncytin-1 und -2 (A) und HML-2 (B) wurde in BeWo-Zellen mit einer

B3-Aktin-Kontrolle mittels RT-PCR analysiert.

Die mRNA-Expression fiir Syncytin-1, -2 und HML-2 in BeWo-Zellen wurde mittels RT-
PCR nachgewiesen (Abb. 4.4).

Anschliefend wurden diese cDNA-Fragmente mit Primern, welche mit spezifischen
Restriktionsschnittstellen (Tabelle 2.3) versehen waren, mittels RT-PCR amplifiziert, auf ein
Agarosegel aufgetragen und eluiert. Die PCR-Produkte wurden in den eukaryotischen
Expressionsvektor pCG ligiert und das gewonnene Ligationsprodukt wurde in E. coli
transformiert. Danach wurde das Plasmid mittels Maxi-Praparation gereinigt und sequenziert.
Fiir funktionelle Experimente mit den HERV-Hiillproteinen wurden diese zunéchst transient

in HEK-Zellen exprimiert, die sich jedoch fiir weitere Analysen als nicht geeignet erwiesen,
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da sie endogenes Syncytin-1 exprimierten. Dies liel sich mittels Immunfluoreszenzfarbung

und nachfolgender konfokaler Mikroskopie bestétigen (Abb. 4.5).

Kontrolle Syncytin-1

Abbildung 4.5: Syncytin-1-Expression in HEK-Zellen.

HEK-Zellen wurden fixiert, permeabilisiert und mit einem Syncytin-1 Primérantikorper, sowie einem
a-Kaninchen Alexa 488 nm Sekundérantikorper inkubiert (rechts). Die Negativkontrolle wurde mit
dem Sekundirantikérper a-Kaninchen Alexa 488 nm behandelt (links). Die Syncytin-1-Expression
wurde mittels konfokaler Mikroskopie analysiert.

Da humane Tumorzellen und somit auch humane Zelllinien diverse HERV-Hiillproteine bzw.
mutierte HERV-Hiillproteine exprimieren konnen, wurden HERV-Hiillprotein-negative
CHO-Zellen als Akzeptoren fiir die transiente Expression der Effektorproteine Syncytin-1, -2,
und HML-2 gewdhlt.

Eine Woche nach Transfektion mit Syncytin-1- oder -2-kodierenden Konstrukten wurden fiir
das jeweilige Transgen die positiven Zellen mittels FACS-Sortierung isoliert und nach einer
weiteren Woche in Kultur die Expression des Transgenes durchflusszytometrisch analysiert.
Die stabil-transfizierten CHO-Zellen waren nach einer Woche schwach positiv fiir die
Oberflichenexpression von Syncytin-1 (MFI 4,8) oder Syncytin-2 (MFI 4,6) (Abb. 4.6-A).
Das Oberflidchen-Expressionsniveau in den CHO-Zellen war somit wesentlich niedriger als in
den Chorionkarzinom-Zelllinien (siche Abb. 4.4, Syncytin-1: 52,0 MFI, Syncytin-2:
40,1 MFI). Eine durchflusszytometrische Analyse permeabilisierter Transfektanten ergab,
dass diese zwar zu 100 % positiv fiir das jeweilige Transgen waren, jedoch nur einen sehr
geringen Anteil auf der Zelloberfliche exprimierten (Abb. 4.6-B). Um die
Oberflachenexpression zu erhdhen, wurden die stabil-transfizierten CHO-Zellen mit 100 uM
Forskolin (FK) behandelt, das die Expressionsniveaus der HERV-Hiillproteine auf
Chorionkarzinom-Zelllinien erhdht (Wice, et al, 1990). Da die FK-Behandlung das
Expressionsniveau der Hiillproteine nur leicht erhohte und damit weit unter dem der
Chorionkarzinom-Zelllinien blieb, wurden keine funktionellen Experimente mit den stabil-

transfizierten CHO-Zellen durchgefiihrt (Abb. 4.6-A).
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Abbildung 4.6: Expression von Syncytin-1 und -2 auf stabil-transfizierten CHO-Zellen.

A. Oberflachenexpression von Syncytin-1 und -2 mit und ohne Forskolin-Behandlung. Die Syncytin-1
(links; gestrichelte Linie) und -2 (rechts; gestrichelte Linie) Oberfldchenexpression wurde eine Woche
nach FACS-Sortierung analysiert. Die schwarze Linie reprdsentiert die Negativkontrolle, und die
gepunktete Linie zeigt die Hiillproteinexpression nach 48-stiindiger FK-Behandlung. B. Expression
von Syncytin-1 und -2 in fixierten und permeabilisierten CHO-Zellen. Die linke Population
reprisentiert die Negativkontrolle und die rechte Population die Syncytin-AK gefarbte Population der
jeweiligen Histogramme. Die Proteinexpression wurde im Durchflusszytometer analysiert.

Fir eine bessere Hiillprotein-Oberflichenexpression wurde in einem transienten
Transfektionssystem die Expression der HERV-Hiillproteine analysiert. Syncytin-1, -2 und
HML-2 waren 48 Stunden nach Transfektion vergleichbar stark auf den CHO-Zellen
exprimiert (Abb. 4.7). Die Oberflichenexpression war mindestens 96 Stunden nach der
Transfektion stabil, was fiir die nachfolgend beschriebenen funktionellen Analysen wichtig
war. Ebenfalls war das Expressionsniveau der HERV-Hiillproteine auf den CHO-Zellen mit
denen der Chorionkarzinom-Zelllinien 48 Stunden nach der transienten Expression
vergleichbar. Im Folgenden werden die transient-transfizierten CHO-Zellen als Effektorzellen
bezeichnet und als Kontrolle wurden CHO-Zellen verwendet, die mit Leervektor transfiziert

worden waren, welche im Folgenden als CHO-Kontrollen bezeichnet werden.
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Abbildung 4.7: Oberfldchenexpression von Syncytin-1, -2 und HML-2 auf transient-transfizierten
CHO-Zellen.

Die Oberflachenexpression wurde 48 Stunden nach Transfektion von Syncytin-1 (A), Syncytin-2 (B)
und HML-2 (C) mittels Durchflusszytometrie analysiert. Die schwarze Linie stellt die
Negativkontrolle dar, die gestrichelte Line zeigt die HERV-Hiillproteinexpression (modifiziert nach
(Hummel, et al., 2015)).

4.3. Funktionelle Uberpriifung der HERV-Hiillprotein-

exprimierenden Effektorzellen

Als Fusionsproteine konnen HERV-Hiillproteine Rezeptor-abhidngig die Ausbildung
riesenkerniger Zellen in vitro vermitteln. Zum Zeitpunkt der Durchfiihrung der Experimente
war bekannt, dass Syncytin-1 mit dem Rezeptor ASCT-2 fusioniert und Syncytin-2 mit
MFSD2A. Mittlerweile wurde eine Fusionseigenschaft fir HML-2 mit Melanom-Zellen
nachgewiesen, jedoch nicht mit Trophoblasten (Huang, et al., 2013). Der Rezeptor fiir HML-
2 wurde bisher nicht identifiziert.

Die Funktionalitit der generierten HERV-Hiillprotein-Plasmide wurde anhand ihrer
fusogenen Eigenschaft in Fusionsexperimenten nachgewiesen. Dafiir wurden CHO-Zellen mit
Syncytin-1 oder dem Rezeptor ASCT-2 transfiziert. Die Oberflichenexpression von
Syncytin-1 und ASCT-2 wurde 48 Stunden nach Transfektion im Durchflusszytometer
iiberpriift. Unmittelbar vor der Ko-Kultur der Syncytin-1- und ASCT-2-exprimierenden
CHO-Zellen wurden diese mit dem fluoreszierenden Zellkernfarbstoff DAPI gefarbt und
zusétzlich mit 100 pM Forskolin stimuliert, um eine hoéhere Fusionsrate zu erreichen.
48 Stunden nach Beginn der Ko-Kultur wurden die riesenkernigen Zellen im
Fluoreszenzmikroskop gezihlt. Zur Quantifizierung wurde die Anzahl riesenkerniger Zellen
in der CHO-Kontrolle von denen der Syncytin-1- und ASCT-2-transfizierten Zellen

subtrahiert (Abb. 4.8).
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Abbildung 4.8: Fusion Syncytin-1-transfizierter CHO-Zellen mit ASCT-2-transfizierten CHO-Zellen.
A: DAPI-Farbung einer Fusion Syncytin-1-transfizierter CHO-Zellen mit CHO-Kontroll-Zellen
(links) und eine Hellfeld-Aufnahme desselben Ausschnittes (rechts; 96 Stunden nach Transfektion). B.
Fusion Syncytin-1-transfizierter CHO-Zellen mit ASCT-2-transfizierten CHO-Zellen 48 Stunden nach
Start der Ko-Kultur. Es ist gleichzeitig die Fluoreszenz und die Hellfeld-Aufnahme bei einer 40-
fachen VergroBerung dargestellt. Die Oberflachenexpression wurde 24 Stunden nach Transfektion
analysiert. 24 Stunden nach der Transfektion wurden die CHO-Zellen mit DAPI geférbt, zusammen
ko-kultiviert und zusitzlich mit 100 uM FK stimuliert. Nach weiteren 48 Stunden (96 Stunden nach
Transfektion) wurde die Fusionsrate durch Zdhlen der riesenkernigen Zellen ausgewertet. C.
Quantifizierung von 20 Bildaufnahmen aus drei Fusionsexperimenten. Dabei wurden die
riesenkernigen Zellen in der CHO-Kontrolle von denen der Syncytin-1- und ASCT-2-transfizierten
Zellen subtrahiert.
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In den CHO-Kontrollzellen identifizierte riesenkernige Zellen reprédsentierten vermutlich
keine fusionierten, sondern mitotische Zellen. Deswegen wurden Zellen erst dann als
riesenkernige Zellen gewertet, wenn diese mindestens die Grofe von drei Zellkernen erreicht
hatten. Diese wurden bei Ko-Kultivierung Syncytin-1- und ASCT-2-exprimierender CHO-
Zellen (nicht bei Syncytin-1 oder ASCT-2 alleine) beobachtet (Abb. 4.8-A und B). Die Ko-
Kultivierung Syncytin-1- und ASCT-2-exprimierender CHO-Zellen resultierte in der
Ausbildung riesenkerniger Zellen, welche in 20 Bildaufnahmen aus drei Experimenten
quantifiziert wurden (Abb. 4.8-C), womit die Funktionalitidt der Plasmid-kodierten Proteine
gezeigt werden konnte.

Neben Syncytin-1 ist Syncytin-2 ebenfalls ein Fusionsprotein, jedoch hatte die klonierte
Sequenz fiir den Fusionsrezeptor MFSD2A eine Punktmutation und konnte daher nicht fiir die
Fusionsexperimente benutzt werden. Deshalb wurde das Fusionsexperiment modifiziert und
die Rezeptor-exprimierenden BeWo-Zellen mit Syncytin-2 Effektorzellen ko-kultiviert. Da
BeWo-Zellen jedoch neben MFSD2A (jedoch nicht ASCT-1) Syncytin-1 und -2 exprimieren,
wurden die Effektorzellen mit dem Membranfarbstoff R18 und die Zielzellen mit dem
Farbstoff CFSE geférbt, um spezifisch die Syncytin-2-abhédngige Fusion darstellen zu kénnen
und sie von den HERV-Hiillprotein- und -Rezeptor-exprimierenden BeWo-Zellen
abzugrenzen. 48 Stunden nach Syncytin-2-Transfektion wurde das Fusionsexperiment
gestartet, indem Effektorzellen mit Zielzellen ko-kultiviert wurden und mit 100 pM FK
stimuliert wurden. Nach weiteren 48 Stunden wurde die Fusion von R18- und CFSE-

doppeltpositiven Zellen analysiert (Abb. 4.9)

Abbildung 4.9: Fusion von Syncytin-2-transfizierten Effektorzellen mit BeWo-Zellen.

Die Effektorzellen wurden 48 Stunden nach Transfektion mit R18 gefarbt und mit CFSE-positiven
BeWo-Zellen ko-kultiviert. Die Fusionen wurden nach 48 Stunden mit einer 40-fachen Vergroferung
im Fluoreszenzmikroskop identifiziert.
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Es konnte jedoch keine eindeutige Auswertung des Fusionsexperimentes durchgefiihrt
werden, da es mit der angewandten Methode nicht eindeutig moglich war, einzelne Zellen als
doppeltpositiv (fiir R18 und CFSE) zu identifizieren oder zu bestimmen ob die R18- und
CFSE-Signale von tiberlagerten und nicht fusionierten Zellen stammten.

Deshalb konnte die Funktionalitit von Syncytin-2 nicht bewiesen werden. Ein
Fusionsexperiment mit HML-2 wurde nicht durchgefiihrt, da fiir HML-2 keine

Fusionseigenschaft mit Trophoblasten nachgewiesen wurde.

4.4. Modulatorische Eigenschaften der HERV-Hiillproteine

4.4.1. Chorionkarzinom-Zelllinien, aber keine HERYV-Hiillprotein-

exprimierende Effektorzellen inhibierten die T-Zell-Proliferation

Da T-Zellen die bekannten Rezeptoren fiir HERV-Hiillproteine auf der Zelloberfliche
exprimieren (Abb. 4.2), konnten die HERV-Hiillprotein-exprimierenden Chorionkarzinom-
Zelllinien mit T-Zellen interagieren. Im Folgenden wurde der Effekt von den
Chorionkarzinom-Zelllinien BeWo und JEG auf die T-Zell-Proliferation analysiert.

Dafiir wurden aus PBMCs frisch isolierte T-Zellen mit dem Farbstoff CFSE gefarbt und mit
BeWo- oder JEG-Zellen im Verhidltnis 10:1 ko-kultiviert. Als Kontrollen wurden
unkonditionierte T-Zellen verwendet. Nach 24 Stunden wurden die T-Zellen mit PMA und
Ionomycin stimuliert und nach weiteren 48 Stunden wurden die T-Zellen von den
Effektorzellen getrennt. Die CFSE-Intensitit wurde nach weiteren 96 Stunden mittels
Durchflusszytometrie gemessen (in Abb. 4.10 exemplarisch dargestellt). Der Farbstoff CFSE
markiert lebende Zellen und wird bei Zellteilung auf die Tochterzellen verteilt, wodurch die
Farbstoffintensitdt bei proliferierenden T-Zellen abnimmt. Somit ist die CFSE-Intensitit ein

direktes MaB der Proliferationsrate.
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Abbildung 4.10: T-Zell-Proliferation nach Ko-Kultur mit Chorionkarzinom-Zelllinien mittels CFSE-
Inkorporation.

A: Exemplarische Darstellung der T-Zell-Proliferation unkonditionierter Kontroll-T-Zellen (links) und
T-Zellen, die mit BeWo-Zellen (Mitte) und JEG-Zellen (rechts) ko-kultiviert worden waren, sechs
Tage nach PMA/lonomycin-Stimulation. B: Quantifizierung der T-Zell-Proliferation aus fiinf
unabhingigen Experimenten, zur Normalisierung wurde die PMA/lonomycin-T-Zell-Kontrolle auf 1
gesetzt (modifiziert nach (Hummel, et al., 2015)).

Chorionkarzinom-Zelllinien inhibierten die T-Zell-Proliferation nach PMA/Ionomycin-
Stimulation sehr effizient. Die meisten unkonditionierten T-Zellen in der Kontrolle
proliferierten und durchliefen bis zu fiinf Zellteilungszyklen. Hingegen proliferierte nur ein
kleiner Teil der T-Zellen, die mit BeWo- und JEG-Zellen ko-kultivierten worden waren,
wihrend die meisten T-Zellen in ihrer Proliferation gehemmt waren. Dariiber hinaus durchlief
ein kleiner Teil an proliferierenden T-Zellen maximal nur einen Zellteilungszyklus (Abb.
4.10).

Ob die HERV-Hiillproteine einen Beitrag zu dieser T-Zell-Modulation leisten, wurde im
Folgenden analysiert. Dafiir wurden nun CFSE geféirbte T-Zellen mit HERV-Hiillprotein-
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exprimierenden Effektorzellen, unter denselben Bedingungen wie in Abbildung 4.10, ko-
kultiviert. Die T-Zell-Proliferation wurde ebenfalls fiinf Tage nach PMA/Ionomycin-
Stimulation mittels CFSE-Intensitit im Durchflusszytometer gemessen und ist exemplarisch
dargestellt in Abbildung 4.11 dargestellt. Als Kontrollen wurden T-Zellen mit CHO-
Kontrollkulturen ko-kultiviert.
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Abbildung 4.11: T-Zell-Proliferation nach Ko-Kultur mit HERV-Hiillprotein-exprimierenden
Effektorzellen mittels CFSE-Inkorporation.

A: Exemplarische Darstellung der T-Zell-Proliferation nach Ko-Kultur mit CHO-Kontrollzellen
(links), mit Syncytin-1-transfizierten CHO-Zellen (Mitte) und Syncytin-2-transfizierten CHO-Zellen
(rechts) sechs Tage nach PMA/Ionomycin Stimulation. B: Quantifizierung der T-Zell-Proliferation aus
fiinf unabhingigen Experimenten, zur Normalisierung wurde die PMA/lonomycin-T-Zell-Kontrolle
auf 1 gesetzt (modifiziert nach (Hummel, ez al., 2015)).

Anders als bei den Chorionkarzinom-Zelllinien konnte keine Inhibition der Proliferation der
T-Zellen, die mit HERV-Hiillprotein-transfizierten Effektorzellen ko-kultiviert worden waren,

gezeigt werden (Abb. 4.11). Es wurden ebenfalls Syncytin-1, -2 und HML-2 auf
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Effektorzellen ko-exprimiert, mit T-Zellen ko-kultiviert und deren Proliferationskapazitit
gemessen. Dabei waren die Expressionsniveaus der ko-exprimierten HERV-Hiillproteine mit
denen einzeln exprimierten HERV-Hiillproteinen vergleichbar (Syncytin-1: 46,88 =+
8,54 MFI; Syncytin-2: 31,0 + 4,93 MFI; HML-2: 48,71 + 7,4 MFI). Die Ko-Expression der
HERV-Hiillproteine auf Effektorzellen hatte ebenfalls keine Hemmung der T-Zell-
Proliferation nach PMA/Ionomycin-Stimulation zur Folge (Abb. 4.12).

()
5 “‘; 1.00 -
w.= I
PE o _ 075-
©OZ-eN
2S¢ % 0.50 -
TOY¥ O
v 8—?') 0.25
o g S .25 o
|_
= 0.00 - .
Syncytin-1 - +
Syncytin-2 - +
HML-2 - +

Abbildung 4.12: T-Zell-Proliferation nach Ko-Kultur mit Syncytin-1-, -2- und HML-2-ko-
exprimierenden Effektorzellen mittels CFSE-Inkorporation.

Die T-Zell-Proliferation wurde sechs Tage nach PMA/lonomycin-Stimulation mittels
Durchflusszytometrie gemessen, es wurden drei unabhdngige Experimente analysiert. Zur
Normalisierung wurde die PMA/Ionomycin-T-Zell-Kontrolle auf 1 gesetzt.

Im Folgenden wurde analysiert, ob die HERV-Hiillprotein-transfizierten Effektorzellen
ebenfalls keine Inhibition der Proliferation von T-Zellen zur Folge hatten, wenn diese mit -
CD3" und a-CD28"-Antikorpern stimuliert wurden. Um einen Effekt der CHO-Kontrollkultur
auszuschlieBen, wurden zunichst 5 x 10° T-Zellen mit CHO-Kontrollkulturen im Verhéltnis
10:1 24 Stunden ko-kultiviert. Danach wurden die T-Zellen riickgewonnen und in eine o-
CD3"/0-CD28"-Antikérper beschichtete 96-Napf-Zellkulturplatte gegeben. Nach zwei Tagen
wurden die T-Zellen mit Tritium-markiertem-Thymidin (radioaktivem *H-Thymidin)
16 Stunden inkubiert und anschlieBend wurde die T-Zell-Proliferation anhand der
Inkorporation von radioaktivem “H-Thymidin mittels eines Szintillationszihlers

MicroBeta2™ gemessen (Tabelle 4.1).
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Tabelle 4.1: a-CD3"/a-CD28"-Antikérper stimulierte T-Zell-Proliferation mit und ohne Ko-Kultur von
CHO-Kontrollkulturen.

T-Zell-Kontrolle T-Zellen + Leervektor-
(unbehandelt) exprimierende CHO-Zellen
Keine Stimulation (cpm) 47,5+ 10,5 106,5 £ 39,5
0-CD3"/0-CD28" 23.524 867,9
Stimulation (cpm) +5610,4 +286,2

Die T-Zell-Proliferation wurde zwei Tage nach a-CD3"/a-CD28"-Antikérper-Stimulation mittels *H-
Thymidin—Inkorporation gemessen. Cpm: counts per minute

Der Effekt von HERV-Hiillprotein-exprimierenden Effektorzellen auf die TZR-vermittelte T-
Zell-Proliferation konnte jedoch nicht anhand der a-CD3"/a-CD28"-Antikdrper-Stimulation
analysiert werden, da aus methodischen Griinden die CHO-Kontrollkultur, ohne Expression
der HERV-Hiillproteine, die a-CD3"/a-CD28" -Antikdrper-vermittelte T-Zell-Stimulation
hemmte (Tabelle 4.1). Eine Zusétzliche Wirkung der HERV-Hiillprotein-exprimierenden

Effektorzellen auf die T-Zell-Proliferation konnte somit nicht untersucht werden.

4.4.2. Chorionkarzinom-Zelllinien @ und HERV-Hiillprotein-exprimierende
Effektorzellen hatten keinen Effekt auf die LPS-vermittelte phinotypische
DC-Reifung

Da die HERV-Hiillproteine offenbar keine inhibitorische Wirkung auf die stimulierte T-Zell-
Proliferation hatten, wurde im Nachfolgenden iiberpriift, ob sie die Funktion von DCs
beeintridchtigen. Hierzu wurde zunéchst ein moglicher Effekt von HERV-Hiillproteinen auf
die LPS-vermittelte phdnotypische DC-Reifung untersucht.

Hierfiir wurden iDCs aus Monozyten generiert (monocyte derived DCs), mit BeWo- und JEG-
Zellen 24 Stunden ko-kultiviert und weiteren 24 Stunden mit LPS aktiviert (oder nicht). Der
Experimentaufbau wurde mit diesen Ko-Kultivierungs- und Stimulationsprotokollen gewihlt,
um die Ergebnisse mit einer Publikation (Salamone, er al, 2012) - in der ex vivo
Trophoblasten mit LPS-aktivierten DCs ko-kultiviert wurden waren - vergleichen zu kdnnen.
Die Expression von Oberflichenmolekiilen (CD86, HLA-DR" und CD40") wurde mittels
Durchflusszytometrie analysiert. Die CD86 -Expression ist in Abb. 4.13 exemplarisch
dargestellt.
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Abbildung 4.13: Exemplarische Darstellung der CD86 -Expression auf DCs nach Ko-Kultur mit
Chorionkarzinom-Zelllinien.

Die CDI11c"- und CD86 " -Oberflichenexpressionen wurden auf DCs mit (unten) und ohne (oben) LPS-
Aktivierung nach Ko-Kultur mit BeWo- (Mitte) bzw. JEG-Zellen (rechts) oder unkonditionierten DCs
(links) im Durchflusszytometer analysiert.

Die Expressionsniveaus von CD86', HLA-DR"™ und CD40" aus vier unabhingigen
Experimenten wurden analysiert. Die CD86 -Oberflichenexpression auf Kontroll-DCs wurde
durch LPS-Aktivierung (LPS-DCs) induziert. Die Ko-Kultur von DCs, die mit BeWo- und
JEG-Zellen ko-kultiviert worden waren, induzierte bereits ohne LPS-Aktivierung eine erhdhte
CD86"-Oberflichenexpression. Die LPS-Aktivierung hatte eine weitere schwache
Hochregulierung der CD86 -Expression auf den mit BeWo- und JEG-Zellen ko-kultivierten
DCs zur Folge. Die Expressionsniveaus von CD40" und HLA-DR" auf DCs wurden durch die
Ko-Kultur von BeWo- und JEG-Zellen im Vergleich zu unkonditionierten DCs nicht
beeinflusst (Abb. 4.14).
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Abbildung 4.14: Oberflichenexpression von DC-Reifungsmarkern nach Ko-Kultur mit
Chorionkarzinom-Zelllinien.

Quantifizierung der Expression von CD86" (A), HLA-DR" (B) und CD40" (C) auf DCs, die
unbehandelt, mit BeWo- oder JEG-Zellen ko-kultiviert worden waren mit und ohne LPS-Aktivierung
aus vier unabhingigen Experimenten. Die DCs wurden mit CD11c" identifiziert und nur die CD11c'-
Zellen wurden ausgewertet; die Analyse wurde mit Durchflusszytometer durchgefiihrt (modifiziert
nach (Hummel, et al., 2015)).

Um einen moglichen Einfluss der HERV-Hiillproteine auf die LPS-aktivierte DC-Reifung zu
analysieren, wurden HERV-exprimierende Effektorzellen mit iDCs ko-kultiviert. Damit ein
potentieller Effekt der CHO-Kontrolle, in welcher CHO-Zellen (Leervektor transfiziert CHO-
Zellen) auf die DC-Reifung bestimmt werden konnte, wurden iDCs unkonditioniert oder mit
CHO-Kontrollzellen ko-kultiviert und mit LPS aktiviert (oder nicht) und die CD86'-
Expression der DCs nach verschiedenen Zeitpunkten (12, 24 und 48 Stunden) analysiert
(Abb. 4.15).
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Abbildung 4.15: CDS86 -Expression von unkonditionierten DCs oder DCs, die mit Leervektor-
exprimierenden CHO-Zellen ko-kultiviert worden waren.

Die iDCs wurden mit CHO-Zellen 24 Stunden ko-kultiviert (oder nicht), mit LPS (rechts) aktiviert
(oder nicht — links) und die CD86 -Expression nach weiteren 12 (oben), 24 (Mitte) und 48 (unten)
Stunden Ko-Kultur analysiert. Die CD1lc’- und CD86 -Oberflichenexpressionen wurden im
Durchflusszytometer analysiert und sind exemplarisch dargestellt.

Fiir die Analyse des Effektes HERV-Hiillprotein-exprimierender Effektorzellen auf die LPS-
vermittelte DC-Reifung wurden die gleichen Zeitpunkte gewéhlt, wie schon fiir die
Chorionkarzinom-Zelllinien beschrieben. Die CD86 -Expression der DCs war nach
12 Stunden LPS-Aktivierung erst schwach erhoht, die Leervektor-exprimierende CHO-
Kontrolle hatte eine hohere CD86"-Expression verglichen zu den unkonditionierten DCs ohne
LPS-Aktivierung nach 48 Stunden zur Folge (Abb. 4.15). Da die CD86 -Expression zwischen
unkonditionierten DCs und DCs, die mit CHO-Kontrollzellen ko-kultiviert worden waren,
nach 24 Stunden LPS-Aktivierung (oder nicht) fast vergleichbar war, wurden alle folgenden
Experiment nach diesen Zeitintervallen durchgefiihrt.

Dafiir wurden HERV-Hiillprotein-exprimierende Effektorzellen 48 Stunden nach transienter
Transfektion, in gleicher Weise wie fiir Chorionkarzinom-Zelllinien beschrieben, mit DCs ko-

kultiviert. Dies ist exemplarisch fiir die CD86 -Expression in Abb. 4.16 dargestellt.
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Abbildung 4.16: Exemplarische Darstellung der CD86 -Expression auf DCs nach Ko-Kultur mit
HERV-Hiillprotein-exprimierenden Effektorzellen.

Die CDI11c"- und CD86 " -Oberflichenexpressionen wurden auf DCs mit (unten) und ohne (oben) LPS-
Aktivierung nach Ko-Kultur mit Syncytin-1-exprimierenden (Mitte) und Syncytin-2-exprimierenden
Effektorzellen (rechts) oder CHO-Kontrollzellen (links) im Durchflusszytometer analysiert.

Die Expressionsniveaus von CD86", HLA-DR" und CD40" auf DCs aus vier unabhingigen
Experimenten wurden analysiert. Durch LPS-Aktivierung wurde die CD40"- und CD86 -
Oberflichenexpression auf DCs, die mit CHO-Kontrollen ko-kultivierten worden waren,
hochreguliert, jedoch hatte die LPS-Aktivierung nur einen schwachen Effekt auf die HLA-
DR "-Expression der DCs. Die CD86 -Expression der LPS-DCs wurde nur durch Syncytin-1-
und -2-exprimierende Effektorzellen gehemmt, die HLA-DR'-Expression wurde nur durch
Syncytin-1-exprimierende Effektorzellen gehemmt. Die Analyse der CD40'-Expression
zeigte, dass die HERV-Hiillproteine weder deren Induktion vermittelten, noch deren LPS-

induzierte Hochregulierung hemmten (Abb. 4.17).
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Abbildung 4.17: Oberflichenexpression von DC-Reifungsmarkern nach Ko-Kultur mit HERV-
Hiillprotein-transfizierten Effektorzellen.

Quantifizierung der CD86'- (A), HLA-DR"- (B) und CD40"-(C) Oberflichenmolekiile auf DCs mit
HERV-Hiillprotein-exprimierenden oder CHO-Kontrollzellen mit und ohne LPS-Aktivierung aus vier
unabhingigen Experimenten. DCs wurden durch die Expression von CDI1lc" identifiziert. Die
Expression der Oberflichenmolekiille wurde im Durchflusszytometer analysiert (modifiziert nach
(Hummel, et al., 2015)).

4.4.3. Differentielle Regulation der LPS-DC-Zytokin-Produktion durch
Chorionkarzinom-Zelllinien und HERV-Hiillprotein-exprimierende

Effektorzellen

Der Einfluss von HERV-Hiillproteinen auf die LPS-DC-Zytokinproduktion wurde im
Folgenden untersucht. Dafiir wurde die Zytokinproduktion in Ko-Kulturen von DCs mit den
HERV-exprimierenden Chorionkarzinom-Zelllinien BeWo und JEG analysiert. Dafiir wurden
iDCs mit oder ohne BeWo- oder JEG-Zellen in Verhéltnis 2:1 24 Stunden ko-kultiviert und
fiir weitere 24 Stunden mit LPS aktiviert (oder nicht). Der Uberstand wurde bei - 80°C
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gelagert und die Zytokinproduktion von IL-12, TNF-a und IL-10 wurde im Uberstand von

DCs mittels des FlowCytomix ™ multiplex bead assays aus zwei unabhiingigen Experimenten
y p y gig p

gemessen (Abb. 4.18).
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Abbildung 4.18: Zytokinproduktion von DCs nach Ko-Kultur mit Chorionkarzinom-Zelllinien.

Die DC-Zytokinproduktion von IL-12 (A), TNF-a (B) und IL-10 (C) wurde mittels eines
FlowCytomix ™ multiplex bead assays im Uberstand aus zwei unabhingigen Experimenten gemessen.
Dafiir wurden iDCs mit oder ohne die Chorionkarzinom-Zelllinien 24 Stunden ko-kultiviert, mit LPS
aktiviert oder nicht und nach weiteren 24 Stunden die Zytokinproduktion der DCs bestimmt. Die
Analyse erfolgte mittels der FlowCytomix Pro Software, zur Normalisierung wurden zwei
unabhéngige Experimente analysiert, die LPS-DC-Kontrolle auf 1 gesetzt (modifiziert nach (Hummel,
etal., 2015)).

In DCs, die nicht ko-kultiviert worden waren, fiihrte die LPS-Aktivierung erwartungsgemaf
zu einer Produktion der pro-inflammatorischen Zytokine IL-12 und TNF-a (Abb. 4.18),
jedoch nicht des anti-inflammatorischen Zytokines IL-10. Die Ko-Kultur von DCs mit BeWo-
oder JEG-Zellen hatte keinen Einfluss auf die IL-12- und TNF-a-Produktion in Abwesenheit
der LPS-Aktivierung, wihrend die IL-12- und TNF-a-Produktion von LPS-DCs durch Ko-
Kultur der DCs mit BeWo- oder JEG-Zellen in anndhernd gleichem Masse stark gehemmt
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war (Abb. 4.18). Hingegen produzierten DCs, die mit BeWo- und JEG-Zellen konditioniert
worden waren, spontan und in Antwort auf LPS-Aktivierung sogar héhere Mengen an IL-10
(Abb. 4.18).

Um zu analysieren, ob die HERV-Hiillproteine zu diesem Zytokin-Profil beitragen, wurden
iDCs mit HERV-Hiillprotein-exprimierenden Effektorzellen ko-kultiviert und fiir weitere
24 Stunden mit LPS aktiviert (oder nicht). Die DC-Zytokinproduktion im Uberstand wurde
mittels des FlowCytomix'™ multiplex bead assays in analoger Weise wie fiir die

Chorionkarzinom-Zelllinien gemessen (Abb. 4.19).
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Abbildung 4.19: Zytokinproduktion von DCs nach Ko-Kultur mit HERV-Hiillprotein-exprimierenden
Effektorzellen.

Die DC-Zytokinproduktion von IL-12 (A), TNF-a (B) und IL-10 (C) wurde mittels eines
FlowCytomix ™ multiplex bead assays im Uberstand aus zwei unabhingigen Experimenten gemessen.
Dafiir wurden iDCs mit HERV-Hiillprotein-transfizierten oder CHO-Kontrollzellen 24 Stunden ko-
kultiviert, mit LPS aktiviert oder nicht und nach weiteren 24 Stunden die Zytokinproduktion der DCs
bestimmt. Die Analyse erfolgte mittels der FlowCytomix Pro Software ausgewertet, zur

Normalisierung wurden zwei unabhédngige Experiment analysiert, die LPS-DC-Kontrolle auf 1 gesetzt
(modifiziert nach (Hummel, et al., 2015)).
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In Abwesenheit von LPS induzierte keines der Transgene eine Zytokinproduktion der DCs.
Im Gegensatz zu den DCs, die mit Chorionkarzinom-Zelllinien ko-kultiviert worden waren,
hatten DCs, die mit Syncytin-1- und -2- (nicht aber HML-2-)-exprimierenden Effektorzellen
ko-kultiviert worden waren, einen fordernden, statt hemmenden Effekt auf die Freisetzung der
LPS-DC-Zytokinproduktion von pro-inflammatorischem IL-12 und TNF-a. Die IL-10-
Produktion in den LPS-DCs wurde durch die HERV-Hiillprotein-exprimierenden
Effektorzellen nicht beeinflusst (Abb. 4.19).

Aufgrund der Hemmung der Zytokinproduktion von DCs durch die Chorionkarzinom-
Zelllinien, wurde im Folgenden analysiert, ob eine Ko-Expression der HERV-Hiillproteine
auf CHO-Zellen zu unterschiedlichen Ergebnissen fiihrten. Dafiir wurden CHO-Zellen mit
Syncytin-1-, -2- und HML-2-kodierenden Plasmiden transfiziert und nach 48 Stunden mit
iDCs ko-kultiviert. Nach 24 Stunden wurden die iDCs in Anwesenheit von Brefeldin A mit
LPS aktiviert (oder nicht). Die IL-12- und IL-10-Produktion wurde nach weiteren 24 Stunden
in den permeabilisierten DCs mittels spezifischer Antikdrper in der Durchflusszytometrie

analysiert (Abb. 4.20).
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Abbildung 4.20: IL-12-Produktion von DCs nach Ko-Kultur mit Syncytin-1-, -2- und HML-2-ko-
exprimierenden Effektorzellen.

Exemplarische Darstellung der totalen DC-IL-12-Produktion nach Ko-Kultur mit Leervektor-
exprimierenden CHO-Zellen. Dafiir wurden iDCs mit CHO-Kontrollzellen 24 Stunden ko-kultiviert
und danach mit LPS in der Anwesenheit von Brefeldin A aktiviert. Nach 24 Stunden wurden die DCs
permeabilisiert, mit IL-12-Antikorper gefarbt und mittels Durchflusszytometrie gemessen. Die
schwarze Linie repriasentiert die DCs ohne LPS-Aktivierung und die gepunktete Linie zeigt die DCs
nach LPS-Aktivierung.

Die IL-12-Produktion wurde in DCs, die mit der Leervektor-Kontrolle ko-kultiviert wurden,
durch die LPS-Aktivierung induziert, jedoch wurde die IL-12-Produktion durch die Ko-
Kultur von LPS-DCs mit Syncytin-1-, -2- und HML-2-ko-exprimierenden Effektorzellen in
DCs nicht gehemmt (Tabelle 4.2). Die IL-10-Produktion in DCs konnte nicht analysiert
werden, da die Sensitivitdt der Methode nicht fiir die niedrige IL-10-Produktion von DCs
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ausreichend war. Es konnte ebenfalls kein Anstieg in der LPS-abhingigen IL-10-Produktion
der DCs gemessen werden (Tabelle 4.2), da die IL-10-Produktion zu gering war.
Zusammenfassend inhibierten die Chorionkarzinom-Zelllinien die LPS-abhéngige Produktion
der pro-inflammatorischen Zytokine IL-12 und TNF-a von DCs und stimulierten das anti-
inflammatorische Zytokin IL-10, jedoch wurde dieser Effekt wahrscheinlich nicht durch die
HERV-Hiillproteine hervorgerufen.

Tabelle 4.2: IL-12- und IL-10-Produktion von DCs nach Ko-Kultur mit Syncytin-1-, -2- und HML-2-
ko-exprimierenden Effektorzellen.

DCs DCs + HERV- DCs DCs + HERV-
+ CHO-Kontrolle Hiillprotein + CHO-Kontrolle Hiillprotein
Effektorzellen Effektorzellen
-LPS + LPS
IL-12 p70 (in %) 9,6 43,7 11,6 49,5
IL-10 (in %) n.d. n.d. n.d. n.d.

Auswertung der I1L-12- und IL-10-Produktion von DCs ko-kultiviert mit CHO-Kontrollzellen und
HERV-Hiillprotein-ko-exprimierenden Effektorzellen mit und ohne LPS-Aktivierung. N.d. = nicht
detektierbar.

4.4.4. Chorionkarzinom-Zelllinien und HERYV-Hiillprotein-
exprimierende Effektorzellen verinderten die LPS-DC-induzierte
allogene T-Zell-Proliferation

Im Folgen wurde untersucht, ob durch BeWo- bzw. JEG-Zellen oder DCs, die mit HERV-
Hiillprotein-exprimierenden Effektorzellen ko-kultiviert worden waren, in der Lage sind, in
einem allogenen System T-Zellen zu stimulieren. Dafiir wurden DCs mit Chorionkarzinom-
Zelllinien 24 Stunden ko-kultiviert, weitere 24 Stunden mit LPS aktiviert (oder nicht) und mit
SEB beladen. Danach wurden 2,5 x 10* DCs mit allogenen T-Zellen in einem Verhiltnis von
1:10 ko-kultiviert und nach vier Tagen mit Tritium-markiertem Thymidin (radioaktivem *H-
Thymidin) 16 Stunden gepulst. AnschlieBend wurde die T-Zell-Proliferation anhand der
Inkorporation von radioaktivem “H-Thymidin mittels eines Szintillationszihlers
MicroBeta2™ gemessen.

Die T-Zell-Proliferation - induziert durch allogene LPS-DCs, die mit Chorionkarzinom-

Zelllinien konditioniert worden waren - ist in Abbildung 4.21 dargestellt.
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Abbildung 4.21: Effekt von Chorionkarzinom-Zelllinien auf die LPS-DC-induzierte allogene T-Zell-
Proliferation.

iDCs wurden mit BeWo- und JEG-Zellen ko-kultiviert, mit LPS aktiviert oder nicht und unter Zugabe
von SEB vier Tage mit allogenen T-Zellen (1:10) kultiviert. Als Kontrollen wurden DCs
unkonditioniert belassen und mit allogenen T-Zellen mit und ohne LPS-Aktivierung kultiviert. Danach
wurden in einer MLR proliferierende T-Zellen mit *H-Thymidin markiert und gemessen. Zur
Normalisierung wurden drei unabhédngige Experimente analysiert, die LPS-DC-Kontrolle auf 1 gesetzt
(modifiziert nach (Hummel, et al., 2015)).

Die unkonditionierten LPS-DCs in der Kontrolle stimulierten erwartungsgemill die
Proliferation allogener T-Zellen (Abb. 4.21), wihrend mit BeWo- und JEG-Zellen ko-
kultivierte DCs nur sehr eingeschriankt dazu in der Lage waren (Abb. 4.21). Dabei war die
allogene T-Zell-Proliferation stirker durch DCs gestort, die mit BeWo-Zellen konditioniert
worden waren, als durch DCs, die mit JEG-Zellen konditioniert worden waren.

Ein mdoglicher Einfluss dieses Effekts durch HERV-Hiillproteine wurde untersucht, indem die
DCs mit HERV-Hiillprotein-exprimierenden Effektorzellen vorbehandelt wurden und im
Anschluss deren Stimulation der allogenen T-Zell-Proliferation unter den selben Bedingungen

analysiert wurde, wie bereits fiir die Chorionkarzinom-Zelllinien beschrieben wurde (Abb.
4.22).
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Abbildung 4.22: Effekt von HERV-Hiillproteinen auf die LPS-DC-induzierte allogene T-Zell-
Proliferation.

iDCs wurden mit HERV-Hiillprotein-transfizierten CHO-Zellen ko-kultiviert mit LPS aktiviert oder
nicht und unter Zugabe von SEB vier Tage mit allogenen T-Zellen (1:10) kultiviert. Danach wurden in
einer MLR proliferierende T-Zellen mit *H-Thymidin markiert und gemessen. Zur Normalisierung
wurden drei unabhéngige Experimente analysiert, die LPS-DC-Kontrolle auf 1 gesetzt (modifiziert
nach (Hummel, et al., 2015)).

LPS-DCs, welche mit CHO-Kontrollzellen ko-kultiviert wurden waren, stimulierten die
allogene T-Zell-Proliferation erwartungsgeméif (Abb. 4.22). Wie fiir die Chorionkarzinom-
Zelllinien beobachtet (Abb. 4.21), war die T-Zell-Proliferation durch allogene LPS-DCs, die
mit einzelnen HERV-Hiillprotein-exprimierenden Effektorzellen ko-kultiviert worden waren
gestort (Abb. 4.22). Dariiber hinaus war die T-Zell-Proliferation ebenso effizient durch
allogene LPS-DCs, die entweder mit einzeln HERV-Hiillprotein-exprimierenden
Effektorzellen oder mit ko-exprimierten HERV-Hiillprotein ko-kultiviert worden, gestort
(Abb. 4.22).

Um diese eingeschrinkte T-Zell-Expansion auf die Ausbildung von Effektorfunktionen zu
erweitern, wurde die Aktivierung der T-Zellen mittels der IFN-y-Produktion im

Zellkulturiiberstand der MLR anhand eines FlowCytomix "™ multiplex bead assays analysiert.
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Abbildung 4.23: Einfluss von HERV-Hiillproteinen auf die LPS-DC-induzierte IFN-y-Produktion von
allogenen T-Zellen.

iDCs wurden unbehandelt, mit BeWo- und JEG-Zellen (A) oder mit CHO-Kontrollen und HERV-
exprimierenden Effektorzellen (B) ko-kultiviert. Danach wurden die iDCs mit LPS aktiviert, mit
allogenen T-Zellen im Verhiltnis 1:10 ko-kultiviert und die IFN-y-Produktion im Uberstand mittels
des FlowCytomix ™ multiplex bead assays analysiert. Die Analyse erfolgte mittels der FlowCytomix
Pro Software, zur Normalisierung wurden zwei unabhingige Experimente analysiert, die DC-
Kontrolle ohne LPS-Aktivierung auf 1 gesetzt (modifiziert nach (Hummel, et al., 2015)).

Wie fiir die MLR gezeigt, stimulierten die LPS-DCs, die unkonditioniert oder mit CHO-
Kontrollkulturen ko-kultiviert worden waren, erwartungsgemill die IFN-y-Produktion
allogener T-Zellen. Dies wurde durch prd-Konditionierung der DCs durch alle getesteten
Effektorzellen  (Chorionkarzinom-Zelllinien  und  HERV-Hiillprotein-exprimierende
Effektorzellen) signifikant gechemmt. (Abb. 4.23). Die IFN-y-Produktion wurde jedoch durch
Syncytin-2- und HML-2-exprimierende Effektorzellen effektiver inhibiert als durch Syncytin-
I-exprimierende Effektorzellen. Ein additiver Effekt ko-exprimierter HERV-Hiillproteine war
nicht zu beobachten (Abb. 4.23).

4.4.5. Blockierung der HERV-Hiillproteinexpression auf den Chorionkarzinom-

Zelllinien

Um nachzuweisen, ob die eingeschrinkte T-Zell-Expansion von LPS-DCs durch die HERV-
Hiillproteine induziert worden war, sollte die HERV-Hiillproteinexpression auf den
Chorionkarzinom-Zelllinien BeWo und JEG zu blockiert werden.

Da blockierende HERV-Hiillprotein-Antikorper kommerziell nicht erhiltlich sind, wurde eine
siRNA-vermittelte Ablationsstrategie gewahlt.

Es wurden siRNAs gegen Syncytin-1, -2 und HML-2 mittels des BLOCK-iT™ RNAi
Designers gewidhlt und in BeWo- und JEG-Zellen mittels DharmaFECT ko-transfiziert. Die
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Reduktion der Oberflichenexpression auf BeWo- und JEG-Zellen wurde mittels
Durchflusszytometrie 96 Stunden nach der Transfektion tberpriift. Als Negativkontrolle
wurden die Chorionkarzinom-Zelllinien mit MISSION® siRNA Universalkontrolle
transfiziert, welche keine Homologie zu bekannten Genen hat und damit einen Hintergrund
der mRNA-Knockdown-Effizienz gibt. Die durchflusszytometrische Analyse der Syncytin-1,
-2- und HML-2-Oberflachenexpression nach siRNA-Transfektion von BeWo-Zellen
96 Stunden nach Transfektion ist exemplarisch in Abbildung 4.24 dargestellt.
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Abbildung 4.24: Exemplarische Darstellung der Oberflichenexpression von HERV-Hiillproteinen auf
BeWo-Zellen nach siRNA-Transfektion.

Ko-Expression von Syncytin-1 (links), -2 (Mitte) und HML-2 (rechts) 96 Stunden nach siRNA-
Transfektion auf BeWo-Zellen mittels Durchflusszytometrie.

Die Oberfldchenexpression von Syncytin-1 und HML-2 konnte nur partiell reduziert werden,
fiir Syncytin-2 konnte eine komplette Hemmung erreicht werden (Abb. 4.24). Jedoch war die
Reduktion der HERV-Hiillproteinexpression auf BeWo-Zellen 96 Stunden nach siRNA-
Transfektion nur iiber einen Zeitraum von weniger als 24 Stunden stabil.

Der Einfluss der Herunterregulation der HERV-Hiillproteine in BeWo-Zellen wurde auf die
Funktionalitdt der LPS-DCs mittels MLR getestet. Wie in Abschnitt 4.4.4 beschrieben,
wurden DCs mit BeWo-Zellen oder siRNA-transfizierten BeWo-Zellen fiir 24 Stunden
konditioniert sowie unbehandelt gelassen und anschlieBend mit allogenen T-Zellen in einer

MLR eingesetzt.
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Abbildung 4.25: Einfluss von HERV-Hiillprotein-siRNA-transfizierten BeWo-Zellen auf die LPS-DC-
induzierte allogene T-Zell-Proliferation.

BeWo-Zellen wurden 96 Stunden nach Transfektion von Syncytin-1, -2 und HML-2-kodierender
siRNA 24 Stunden mit DCs ko-kultiviert und mit LPS aktiviert (oder nicht) und SEB beladen. Danach
wurden DCs mit allogenen T-Zellen (1:10) kultiviert und in einer MLR proliferierende T-Zellen mit
*H-Thymidin markiert und gemessen. Zur Normalisierung wurden zwei unabhiingige Experimente
analysiert, die LPS-DC-Kontrolle auf 1 gesetzt.

Trotz einer partiellen Reduktion der HERV-Hiillproteinexpression auf BeWo-Zellen durch
die siRNA-Transfektion war die stimulatorische Aktivitdt durch BeWo-konditionierte LPS-
DCs auf die allogene T-Zell-Proliferation gestort (Abb. 4.25). Dies war nicht liberraschend
und wurde erwartet, da die Reduktion nur fiir die Syncytin-2-Expression effektiv war und
nicht fiir dieSyncytin-1- und HML-2-Expression. Auflerdem konnte keine Reduktion iiber den
Zeitraum eines Experimentes erreicht werden, da die siRNA-transfizierten BeWo-Zellen
48 Stunden mit DCs ko-kultiviert wurden, bevor die stimulatorische Aktivitit von DCs auf

die allogene T-Zell-Proliferation analysiert wurde.

4.4.6. Chorionkarzinom-Zelllinien @ und  HERV-Hiillprotein-exprimierende

Effektorzellen hemmten die DC/T-Zell-Konjugatbildung

Die Rekrutierung von T-Zellen und deren stabile Konjugatbildung mit DCs ist ein essentieller
Schritt in der T-Zell-Aktivierung.

Um den Einfluss von HERV-Hiillprotein-exprimierenden Chorionkarzinom-Zelllinien auf die
DC/T-Zell-Konjugatbildung zu untersuchen, wurden iDCs mit BeWo- und JEG-Zellen
24 Stunden kontaktiert. AnschlieBend wurden 2,5 x 10* iDCs mit LPS aktiviert sowie mit
SEB beladen und mit CFSE-gefdarbten allogenen T-Zellen im Verhiltnis 1:10 ko-kultiviert.
Danach wurde im Durchflusszytometer die DC-Population anhand der FSC/SSC-
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Einstellungen (GroBe und Granularitdt) identifiziert. Somit wurden nur CFSE-positive T-

Zellen analysiert, welche an eine DC gebunden waren (Abb. 4.26).
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Abbildung 4.26: Exemplarische Darstellung der DC/T-Zell-Konjugate mittels Durchflusszytometrie.
Dafiir wurden im Durchflusszytometer mittels FSC/SSC-Einstellungen die CFSE-positiven T-Zellen
in der iDC- bzw. mDC-Population ausgewertet.

In unkonditionierten LPS-DCs wurde eine signifikante Zunahme der DC/T-Zell-Konjugate
gefunden, die durch Vorbehandlung der iDCs mit BeWo- oder JEG-Zellen nicht zu
beobachten war (Abb. 4.27). Dabei war die Rekrutierung von T-Zellen in stabile DC/T-Zell-
Konjugate gleichermaflen durch BeWo- und JEG-Zellen gehemmt.
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Abbildung 4.27: DC/T-Zell-Konjugatbildung nach Vorbehandlung der DCs mit Chorionkarzinom-
Zelllinien.

iDCs wurden 24 Stunden mit Chorionkarzinom-Zelllinien ko-kultiviert, mit LPS aktiviert oder nicht
sowie mit SEB beladen und mit allogenen CFSE-gefdarbten T-Zellen im Verhéltnis 1:10 ko-kultiviert.
AnschlieBend wurden im Durchflusszytometer die CFSE-positiven T-Zellen in der DC-Population
durch die FSC/SSC-Einstellungen analysiert. Zur Normalisierung wurden drei unabhingige
Experimente analysiert, die iDC-Kontrolle ohne LPS-Aktivierung auf 1 gesetzt (modifiziert nach
(Hummel, et al., 2015)).
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Ob die verminderte Rekrutierung von T-Zellen in DC/T-Zell-Konjugate durch die HERV-
Hiillproteine verursacht wird oder durch andere Faktoren der Chorionkarzinom-Zelllinien,
wurde im Folgenden untersucht. Dafiir wurden CHO-Zellen mit leerem Vektor, Syncytin-1, -
2 und/oder HML-2-kodierenden Plasmiden transfiziert, nach 48 Stunden nach oben
beschriebener Ko-Kultur mit DCs eingesetzt und mit CFSE-geférbten allogenen T-Zellen ko-
kultiviert. Die CFSE-positiven T-Zellen wurden ebenfalls im Durchflusszytometer in der DC-
Population durch FSC/SSC-Einstellungen der DCs analysiert (Abb. 4.28).
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Abbildung 4.28: DC/T-Zell-Konjugatbildung nach Vorbehandlung der DCs mit HERV-Hiillproteinen.
iDCs wurden 24 Stunden mit CHO-Zellen 48 nach Transfektion mit leerem Vektor, Syncytin-1, -2
oder HML-2-transfizierten Effektorzellen ko-kultiviert, mit LPS aktiviert oder nicht, mit SEB beladen
und mit allogenen CFSE-gefiarbten T-Zellen im Verhiltnis 1:10 ko-kultiviert. Danach wurden im
Durchflusszytometer die CFSE-positiven T-Zellen in der DC-Population durch die FSC/SSC-
Einstellungen analysiert. Zur Normalisierung wurden drei unabhéngige Experimente analysiert, die
iDC-Kontrolle ohne LPS-Aktivierung auf 1 gesetzt (modifiziert nach (Hummel, et al., 2015)).

Die Ko-Kultur von LPS-DCs mit der CHO-Kontrollkultur zeigte eine signifikante Zunahme
der Rekrutierung von T-Zellen in stabile DC/T-Zell-Konjugate (Abb. 4.28). LPS-DCs, die mit
Syncytin-1-, -2- und HML-2-exprimierenden Effektorzellen ko-kultiviert worden waren,
zeigten eine verminderte Rekrutierung von T-Zellen in Konjugate, die jedoch nur fiir
Syncytin-2- und HML-2-exprimierende Effektorzellen signifikant war (Abb. 4.28). Die
Rekrutierung von T-Zellen in Konjugate durch LPS-DCs war durch die HERV-Hiillprotein-
exprimierenden Effektorzellen schwécher gehemmt als durch die Chorionkarzinom-
Zelllinien, da keine Zunahme in der Konjugatbildung durch Ko-Kultur der LPS-DCs mit
Chorionkarzinom-Zelllinien zu sehen war (Abb. 4.27). Dagegen wurde die Konjugatbildung
durch Ko-Kultur der LPS-DCs mit HERV-Hiillprotein-exprimierenden Effektorzellen
signifikant, jedoch nicht komplett, gchemmt (Abb. 4.28).



ERGEBNISSE | 74

Ob die verminderte DC/T-Zell-Konjugatbildung mit einer reduzierten ICAM- und LFA-1-
Expression der LPS-DCs einhergeht, wurde im Folgenden analysiert. Dafiir wurden iDCs mit
HERV-Hiillprotein-exprimierenden  Effektorzellen = oder = CHO-Leervektor-Kontrollen
24 Stunden ko-kultiviert, mit LPS aktiviert und nach weiteren 24 Stunden die
Oberflachenexpression von LFA-1 und ICAM anhand von Durchflusszytometrie mit

spezifischen Antikorpern analysiert (Abb. 4.29).
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Abbildung 4.29: Exemplarische Darstellung der LFA-1- und ICAM-Expression mittels
Durchflusszytometrie.

Dafiir wurden in der Durchflusszytometrie die LFA-1- (A) und ICAM-positiven (B) Zellen in der DC-
Population mit (rechts) und ohne (links) LPS-Aktivierung durch die FSC/SSC-Einstellungen anhand
von spezifischen Antikdrpern analysiert.

In den LPS-DCs, die mit den CHO-Kontrollkulturen ko-kultiviert worden waren, wurde eine
hohere Frequenz von LFA-1- und ICAM-positiven DCs gefunden. Die hohere Frequenz der
LFA-1- und ICAM-positiven LPS-DCs wurde aber nicht durch die Ko-Kultur mit HERV-
Hiillprotein-exprimierenden Effektorzellen beeinflusst (Tabelle 4.3).
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Tabelle 4.3: LFA-1- und ICAM-Expression auf DCs nach Ko-Kultur mit HERV-Hiillprotein-
exprimierenden Effektorzellen.
DCs+ CHO- DCs+ CHO- DCs+ Syn-1-expr. DCs + Syn-2-expr. DCs + HML-2-expr.

Kontrollen Kontrollen Effektorzellen Effektorzellen Effektorzellen
-LPS +LPS
LFA-1 43,96 81,9 91,86 86,59 92,93
(in %) + 0,44 +3,12 + 1,08 + 6,44 +0,8
ICAM 4,13 91,55 86,35 82,93 86,61
(in %) +0,27 +1,34 +1,6 +6,515 +0,425

Die Oberflachenexpression von LFA-1 und ICAM auf DCs nach Ko-Kultur von HERV-Hiillprotein-
exprimierenden Effektorzellen oder CHO-Kontrollkulturen wurde mit und ohne LPS-Aktivierung von
zwei unabhéngigen Experimenten analysiert.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, das DCs durch Ko-Kultur mit HERV-Hiillprotein-
exprimierenden Effektorzellen T-Zellen weniger effizient in Konjugate rekrutieren. Die
Effizienz der DC/T-Zell-Konjugatbildung war dabei jedoch hoher als es die durch
Effektorzellen-konditionierten DCs vermittelte stark eingeschrdankte Stimulation der
allogenen T-Zell-Proliferation vermuten lie8. Deswegen wurde die Funktionalitit der DC/T-
Zell-Konjugate durch die Ca**- (Kalzium)-Mobilisierung in den T-Zellen analysiert. Kalzium
ist ein wichtiges Signalmolekiil fiir die T-Zell-Aktivierung und wird nach TZR-Aktivierung
mobilisiert.

Dafiir wurden iDCs mit Chorionkarzinom-Zelllinien ko-kultiviert und anschlieend mit LPS
aktiviert und SEB beladen. Danach wurden die DCs mit den allogenen T-Zellen, die mit dem
Ca”"-Farbstoff Fluo-4-vormarkierten worden waren, ko-kultiviert. AnschlieBend wurden
Fluo-4-positive T-Zellen innerhalb der DC-Population durch die FSC/SSC-Einstellungen im
Durchflusszytometer analysiert (Abb. 4.30).
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Abbildung 4.30: Ca**-Mobilisierung in T-Zellen nach Kontaktierung mit allogenen DCs, welche mit
Chorionkarzinom-Zelllinien oder HERV-Hiillprotein-exprimierenden Effektorzellen vorbehandelt
worden waren.

Dafiir wurden iDCs mit Chorionkarzinom-Zelllinien (links) oder mit Effektorzellen (rechts) ko-
kultiviert und mit LPS aktiviert und SEB beladen. AnschlieBend wurden diese DCs mit Fluo-4-
markierten allogenen T-Zellen kontaktiert und Fluo-4-positive allogene T-Zellen in der DC-
Population im Durchflusszytometer durch die FSC/SSC-Einstellungen analysiert. Zur Normalisierung
wurden fiinf unabhéngige Experimente analysiert, die LPS-DC-Kontrolle auf 1 gesetzt (modifiziert
nach (Hummel, et al., 2015)).

Unkonditionierte LPS-DCs fiihrten zu einer Ca*"-Mobilisierung in allogenen T-Zellen (Abb.
4.30). Dagegen hemmte die Ko-Kultur von LPS-DCs mit BeWo- und JEG-Zellen die
Rekrutierung von T-Zellen in Konjugate (Abb. 4.29), was mit einer geringeren Ca®'-
Mobilisierung in den T-Zellen assoziiert war (Abb. 4.30). Dabei war die Ca*'-Mobilisierung
signifikant effektiver durch BeWo-Zellen als durch JEG-Zellen gehemmt (Abb. 4.30).

Um zu untersuchen, inwieweit die HERV-Hiillproteine fiir den Verlust der Konjugat-
Funktionalitit verantwortlich sind, wurden iDCs mit Effektorzellen ko-kultiviert. Diese iDCs
wurden mit LPS aktiviert und SEB beladen und mit Fluo-4-markierten allogenen T-Zellen
kontaktiert, deren Fluoreszenzsignal im Durchflusszytometer analysiert wurde (Abb. 4.30).
Die DCs, die mit CHO-Kontrollkulturen konditioniert worden waren, fiihrten zu einer
effektiven Ca®’-Mobilisierung in allogenen T-Zellen. Dagegen vermittelten DCs, die mit
HERV-Hiillprotein-exprimierenden Effektorzellen ko-kultivierten worden waren, eine nur
sehr eingeschrinkte T-Zell-Aktivierung, was jedoch nur fiir Syncytin-2- und HML-2-
exprimierende Effektorzellen signifikant war (Abb. 4.30). Wie fiir die Konjugatbildung
selbst, waren BeWo- und JEG-Zellen auch hinsichtlich ihrer Effizienz, mit der Ausbildung
funktioneller Konjugate zwischen konditionierten DCs und T-Zellen zu interferieren,

effizienter als die CHO-Effektorzellen (Abb. 4.28 und 4.30).

4.4.7. Chorionkarzinom-Zelllinien @ und HERV-Hiillprotein-exprimierende

Effektorzellen hemmten die Aktivitit der immunologischen Synapse

Ob die geringere DC/T-Zell-Konjugatbildung und die Reduktion der T-Zell-Aktivierung in
der Bildung einer abnormalen immunologischen Synapse (IS) resultierte, wurde im
Folgenden analysiert. Eine stimulatorische IS ist mit einer stabilen DC/T-Zell-
Konjugatbildung assoziiert, welche durch einen Ausschluss von F-Aktin aus dem Zentrum
der IS gekennzeichnet ist. Zusétzlich ist eine TZR-Aktivierung mit einer Aktivierung von

Tyrosinkinasen fiir die Ubertragung des TZR-Signals verbunden.
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Im konfokalen Mikroskop wurde die Akkumulation von F-Aktin anhand des Farbstoffes
Phalloidin, welches irreversibel an F-Aktin bindet, und die Aktivitit von Tyrosinkinasen
mittels eines Phospho-Tyrosin (p-tyr) spezifischen Antikorpers in der IS untersucht.

Um den Einfluss HERV-exprimierender Chorionkarzinom-Zelllinien auf die Bildung der IS
zu analysieren, wurden iDC mit BeWo- und JEG-Zellen ko-kultiviert und mit LPS aktiviert
und SEB beladen. Danach wurden die DCs mit zehnfach mehr allogenen T-Zellen
20 Minuten inkubiert, fixiert und mit Phalloidin-594 (rote Fluoreszenz) und einem p-Tyr-
Antikorper (mit Alexa-488 markiertem (griine Fluoreszenz) Sekundirantikdrper) gefarbt.
Mindesten 30 verschiedene IS wurden in jeder Ko-Kultur mittels konfokaler Mikroskopie

ausgewertet (Abb. 4.31).

Abbildung 4.31: Analyse der F-Aktin- und p-Tyrosin-Verteilung in der immunologischen Synapse in
den Kontrollen.

Dafiir wurden die Konjugate mit Phalloidin (rote Fluoreszenz) 594 nm und p-Tyrosin (mit Alexa 488
nm (griine Fluoreszenz) Sekundérantikdrper) geférbt und mittels konfokaler Mikroskopie ausgewertet.
Die IS wurde im konfokalen Mikroskop mit einem 40x-Olobjektiv und mit einer 2x digitalen
Vergroflerung aufgenommen. Die weillen Pfeile zeigen DC/T-Zell-Konjugate und der weile Balken
gibt den Abstand von 20 um an. Links: Uberlagerung von Phalloidin und p-Tyrosin, Mitte: p-Tyrosin
und rechts: Phalloidin.

Fiir unkonditionierte DCs konnten die IS (Kontroll-IS) gut analysiert werden. Sie hatten eine
eindeutige F-Aktin- und p-Tyr-Verteilung (Abb. 4.31 weille Pfeile). So bildeten die meisten
DCs funktionelle IS mit T-Zellen, da eine Akkumulation von p-Tyrosin in und ein Ausschluss
von F-Aktin aus der zentralen IS erkennbar war (Abb. 4.31 weille Pfeile).

Dagegen konnten zwar Konjugate zwischen Chorionkarzinom-Zelllinien konditionierten DCs
und T-Zellen beobachtet werden (BeWo- bzw. JEG-IS), diese zeigten jedoch keine klassische
Umverteilung von F-Aktin, sondern ein diffuses Verteilungsmuster (Abb. 4.32 weille Pfeile).
Ebenfalls war in den BeWo- und JEG-IS keine Akkumulation von p-Tyrosin zu erkennen

(Abb. 4.32).
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Abbildung 4.32: Analyse der F-Aktin- und p-Tyrosin-Verteilung in der IS, die mit BeWo- und JEG-
Zellen ko-kultiviert worden waren.

Dafiir wurden die Konjugate mit Phalloidin (rote Fluoreszenz) 594 nm und p-Tyrosin (Alexa-488 nm
(griine Fluoreszenz) Sekundérantikdrper gefarbt und mittels konfokaler Mikroskopie ausgewertet. Die
IS wurde im konfokalen Mikroskop mit einem 40x-Olobjektiv und mit einer 2x digitalen
Vergroflerung aufgenommen. Die weillen Pfeile zeigen DC/T-Zell-Konjugate und der weile Balken
gibt den Abstand von 20 um an. IS sind dargestellt, die mit BeWo- (oben) und JEG-Zellen (unten)
konditioniert worden waren. Links: Uberlagerung von Phalloidin und p-Tyrosin, Mittel: p-Tyrosin und
rechts: Phalloidin.

Die exakte Auswertung der IS war jedoch nicht mit einer 2D-Darstellung in einer 40x-
Vergroflerung moglich (Abb. 4.32), da einige der immunologischen Synapsen nicht im
Fokusbereich der aufgenommenen Ebene lagen. Deswegen wurde durch ein implementiertes
Softwaretool eine 3D-Rekonstruktion der IS hergestellt, welche aus 20 - 30 Z-Stapel mit
einem Abstand von 0,15 pm bestand (Abb. 4.33).

Mittels der Z-Stapel-Analyse war die Darstellung einzelner IS im Detail und damit eine

exakte Aussage liber die Signalverteilung moglich.
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Abbildung 4.33: Schematische Darstellung der IS-Bildebene durch die 3D-Rekonstruktion.

Im Abstand von 0,15 pum wurden 20 - 30 Bilder entlang der IS gemacht (A), somit kann die
Signalverteilung in der kompletten IS rekonstruiert und visualisiert werden (B) (modifiziert nach
(Biggs, et al., 2011)).

Anhand der 3D-Rekonstruktion war eine Signalverteilung von F-Aktin und p-Tyrosin in den
Kontroll-IS darstellbar (Abb. 4.34 oben). Dabei war ein Ausschluss von F-Aktin aus dem
Zentrum der IS zu sehen, jedoch eine Anreicherung des F-Aktin-Signals an den Zell-Zell-
Kontaktstellen der IS. In der Mitte der IS war eine Akkumulation von p-Tyrosin deutlich zu
erkennen (Abb. 4.34 oben).

Die BeWo- und JEG-IS zeigten dagegen eine andere Signalverteilung (Abb. 4.34 Mitte und
unten). Hierbei war ein Ausschluss der p-Tyr-Akkumulation im Zentrum der IS zu erkennen.
Dariiber hinaus war eine starke F-Aktin-Akkumulation in der gesamten IS sichtbar und nicht

nur an den Zell-Zell-Kontaktstellen.
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Abbildung 4.34: 3D-Rekonstruktion der IS von DC/T-Zell-Konjugaten, die mit Chorionkarzinom-
Zelllinien ko-kultiviert worden waren.

Die analysierte IS ist im linken Bild mit einer weilen Box markiert und im rechten Bild aus
Blickrichtung der T-Zellen in Richtung der IS aus dem 3D-Konstrukt dargestellt. Unbehandelte DCs
(oben), BeWo- (Mitte) und JEG- (unten) vorbehandelte DCs wurden mit T-Zellen ko-kultiviert und
mit p-Tyrosin (Sekundérantikérper a-Maus Alexa 488 nm — griine Fluoreszenz) und Phalloidin (Alexa
594 nm — rote Fluoreszenz) gefirbt. Die Aufnahmen wurden aus 20 - 30 Z-Stapel im Abstand von
0,15 um mittels eines konfokales Mikroskops gemacht. Die IS wurden mittels konfokaler Mikroskopie
mit einem 40x-Olobjektiv und mit einer 4x digitalen VergroBerung aufgenommen (modifiziert nach
(Hummel, et al., 2015)).

Um den Effekt von HERV-Hiillproteinen auf die IS-Konjugatbildung und -Signalverteilung
zu untersuchen, wurden DC/T-Zell-Konjugate, die mit HERV-Hiillprotein-exprimierenden
Effektorzellen ko-kultiviert worden waren, analysiert. Dafiir wurden iDCs mit Effektorzellen
ko-kultiviert und mit LPS aktiviert und SEB beladen. Diese DCs wurden mit allogenen T-
Zellen im Verhéltnis 1:10 inkubiert, fixiert und mit Phalloidin und einem p-Tyr-Antikorper
gefdrbt und mittels konfokaler Mikroskopie ausgewertet.



ERGEBNISSE | 81

Abbildung 4.35: Analyse der F-Aktin- und p-Tyrosin-Verteilung in der IS, die mit CHO-
Kontrollkulturen ko-kultiviert worden waren.

Dafiir wurden die Konjugate mit Phalloidin (rote Fluoreszenz) 594 nm und p-Tyrosin (mit Alexa 488
nm (griine Fluoreszenz) Sekundérantikorper) gefirbt und mit konfokaler Mikroskopie ausgewertet.
Die IS wurde im konfokalen Mikroskop mit einem 40x-Olobjektiv und mit einer 2x digitalen
Vergroflerung aufgenommen. Die weillen Pfeile zeigen DC/T-Zell-Konjugate und der weile Balken
gibt den Abstand von 20 um an. Links: Uberlagerung von Phalloidin und p-Tyrosin, Mitte: p-Tyrosin
und rechts: Phalloidin.

Dabei =zeigten die IS von DCs, die mit CHO-Kontrollkulturen (CHO-Kontroll-IS)
vorbehandelt worden waren (Abb. 4.35), oftmals einen eindeutigen Ausschluss von F-Aktin
aus der zentralen IS und eine Akkumulation von p-Tyrosin. Dagegen war in den IS von DCs,
die die mit Syncytin-1, -2 oder HML-2-exprimierenden Effektorzellen (Syncytin-1-, -2-,
HML-2-IS) vorbehandelten worden waren, ein diffuses Bild erkennbar und es konnte keine
eindeutige Signalverteilung beobachtet werden (Abb. 4.36).

Eine genaue Auswertung der IS war mit der 40x-VergroBerung ebenfalls wie schon mit den
IS aus Abb. 4.31 und 4.32 nicht moglich, da keine eindeutige Signalverteilung in der
gesamten IS zu erkennen war (Abb. 4.35 und 4.36) und dariiber hinaus waren viele IS nicht
im Fokusbereich, was eine Auswertung einzelner IS notwendig machte.

Deswegen wurde fiir eine exakte Analyse der einzelnen IS ebenfalls, wie in Abbildung 4.34,
eine 3D-Rekonstruktion aus 20 - 30 Z-Stapeln im Abstand von 0,15 pm mittels konfokaler
Mikroskopie gemacht (Abb. 4.37).
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Abbildung 4.36: Analyse der F-Aktin- und p-Tyrosin-Verteilung in der IS, die mit HERV-Hiillprotein-
exprimierenden Effektorzellen ko-kultiviert worden waren.

Syncytin-1-IS (oben), Syncytin-2-IS (Mitte) und HML-2-IS (unten) wurden mit Phalloidin (rote
Fluoreszenz) 594 nm und p-Tyrosin (mit Alexa-488 nm (griine Fluoreszenz) Sekunddrantikorper)
gefdrbt und mit konfokaler Mikroskopie ausgewertet. Die IS wurde im konfokalen Mikroskop mit
einem 40x-Olobjektiv und mit einer 2x digitalen VergréBerung aufgenommen. Die weiBen Pfeile
zeigen DC/T-Zell-Konjugate und der weille Balken gibt den Abstand von 20 pm an. Links:
Uberlagerung von Phalloidin und p-Tyrosin, Mitte: p-Tyrosin und rechts: Phalloidin.



ERGEBNISSE | 83

Abbildung 4.37: 3D-Rekonstruktion der IS von DC/T-Zell-Konjugaten, die mit HERV-Hiillprotein-
exprimierenden Effektorzellen ko-kultiviert worden waren.

Die analysierte IS ist im linken Bild mit einer weilen Box markiert und im rechten Bild aus
Blickrichtung der T-Zellen in Richtung der IS aus dem 3D-Konstrukt dargestellt. CHO-Kontroll-IS
(oben links), Syncytin-1- (unten links), Syncytin-2- (oben rechts) und HML-2-IS (unten rechts)
wurden mit p-Tyrosin (Sekundirantikorper Alexa 488 nm — griine Fluoreszenz) und Phalloidin (Alexa
594 nm — rote Fluoreszenz) gefirbt. Die Aufnahmen wurden aus 20 - 30 Z-Stapel im Abstand von
0,15 pm mittels konfokaler Mikroskopie gemacht. Die IS wurde im konfokalen Mikroskop mit einem
40x-Olobjektiv und mit einer 4x digitalen VergréBerung aufgenommen (modifiziert nach (Hummel, et
al., 2015)).

In den CHO-Kontroll-IS wurde eine normale Signalverteilung von F-Aktin und p-Tyrosin
anhand der 3D-Rekonstruktion gefunden (Abb. 4.37). Dabei war ein Ausschluss des F-Aktin-
Signals in der Mitte der IS, eine Anreicherung des F-Aktin-Signals an den Rédndern der IS und
in der Mitte ist eine Akkumulation von p-Tyrosin zu erkennen (Abb. 4.37).

Die Syncytin-1, -2- und HML-2-IS dagegen zeigten eine unterschiedliche Signalverteilung.
Bei den Syncytin-1-IS war keine p-Tyr-Akkumulation in der zentralen IS zu erkennen, aber
eine starke Anreicherung von F-Aktin in der gesamten IS. Im Gegensatz dazu waren in den
Syncytin-2- und HML-2-IS weder eine Akkumulation von F-Aktin noch von p-Tyr zu
erkennen (Abb. 4.37). Jedoch war in den Syncytin-1-, -2- und/oder HML-2-IS eine p-Tyr-
Akkumulation in den T-Zellen auBerhalb der IS zu erkennen (Abb. 4.33). Die IS-Analysen
wurden mittels konfokaler Mikroskopie quantifiziert (Abb. 4.38). Dabei wurde die Frequenz
an gebildeten DC/T-Zell-Konjugaten mit der Frequenz an stimulatorischen IS in Kontroll-IS
bzw. CHO-Kontroll-IS mit den BeWo- und JEG-IS bzw. Syncytin-1, -2- und HML-2-IS

vergleichen.
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Abbildung 4.38: Quantifizierung der DC/T-Zell-Konjugate.

A. Quantifizierung der BeWo- und JEG-IS sowie B. Syncytin-1-, -2- und HML-2-IS. Die schwarzen
Balken zeigen die gesamten DC/T-Zell-Konjugate und die weiBlen Balken zeigen die geformten IS.
Zur Normalisierung wurden drei unabhéngige Experimente mit jeweils 20-30 Z-Stapeln analysiert und
die LPS-DC-Kontrolle auf 1 gesetzt (modifiziert nach (Hummel, et al., 2015)).

Ebenso wie mit der Durchflusszytometrie-basierten Quantifizierung der DC/T-Zell-Konjugate
gezeigt (Abb. 4.28 und 4.29), bildeten Kontroll-DCs (unbehandelt- oder CHO-Kontrollen)
effiziente DC/T-Zell-Konjugate (Abb. 4.38). Dariiber hinaus wurden nicht nur weniger DC/T-
Zell-Konjugate in den BeWo- oder JEG-IS bzw. HERV-Hiillprotein-IS gebildet, sondern
auch signifikant weniger stimulatorische IS gefunden. Dabei wurde kein Unterschied in der
IS-Signalverteilung von BeWo- und JEG-IS gefunden und nur schwache Unterschiede mit
den HERV-Hiillprotein-IS.
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5. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde mittels eines transgenen Expressionssystems in CHO-
Zellen gezeigt, dass von den HERV-Hiillproteinen Syncytin-1, -2 und HML-2 keine direkte
Inhibition auf die Proliferation von T-Zellen ausgeiibt wurde. Diese HERV-Hiillproteine
konditionierten vielmehr DCs, welche dadurch sehr eingeschrinkt in der Lage waren, T-
Zellen in stabile DC/T-Zell-Konjugate zu rekrutieren, sowie in T-Zellen effizient Ca*" zu
mobilisieren (Syncytin-2 und HML-2). Ebenfalls wurde die Signalverteilung von p-Tyrosin
und F-Aktin in der immunologischen Synapse, sowie die T-Zell-Proliferation durch diese

konditionierten allogenen DCs verdndert (durch alle dreit HERV-Hiillproteine).

Die HERV-Rezeptoren ASCT-1, -2 und MFSD2A sind eine essentielle Voraussetzung
fiir eine Fusion von Trophoblasten wéhrend der Plazentation (Blond, ef al., 2000, Esnault, et
al., 2008). In dieser Arbeit wurde eine Oberflichenexpression dieser Rezeptoren auf T-Zellen
sowie DCs zum ersten Mal nachgewiesen (Abb. 4.1). Dies ldsst eine mdgliche Bindung der
HERV-Hiillproteine an diese Immunzellen vermuten. Es ist unklar, ob diese Bindung eine
Voraussetzung fiir eine funktionelle Interaktion und/oder eine Konditionierung dieser

Immunzellen ist, dies wird spéter detaillierter diskutiert.

Die Konditionierung von T-Zellen mit den Chorionkarzinom-Zelllinien BeWo und JEG
filhrte zu einer Hemmung der PMA/Ionomycin-stimulierten Proliferation, dagegen konnte
dies nicht fiir die HERV-Hiillprotein-exprimierenden Effektorzellen gezeigt werden
(Abb. 4.10 & 4.11). Dagegen zeigte die Konditionierung von T-Zellen durch Syncytin-1- und
-2-exprimierende Effektorzellen nur einen marginalen inhibitorischen Effekt auf die
PMA/Ionomycin-stimulierte Proliferation, die jedoch nicht signifikant war. Ebenfalls hatte
die Konditionierung von T-Zellen durch HML-2-exprimierende Effektorzellen keinen
Einfluss auf die PMA/lonomycin-stimulierte Proliferation zur Folge (Abb. 4.11). Zusitzlich
konnten bei einer Ko-Expression der HERV-Hiillproteine keine Auswirkungen auf die
PMA/Ionomycin-stimulierte T-Zell-Proliferation gefunden werden (Abb. 4.12), sodass eine
additive Wirkung dieser Proteine ausgeschlossen werden kann. Eine Studie von Morozov
zeigte jedoch, dass eine Inhibition der PBMC- sowie Splenozyten-Expansion nach ConA-
bzw. Phytohaemagglutinin-Stimulation durch die Transmembran-Doméne des rekombinanten
HML-2-Proteins oder dessen ISD-Peptid hervorgerufen werden konnte (Morozov, et al.,

2013). Diese Beobachtung steht im Gegensatz zu den vorliegenden Ergebnissen dieser Studie,
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in der HML-2-exprimierende Effektorzellen die PMA/Ionomycin-stimulierte T-Zell-
Proliferation nicht hemmten (Abb. 4.11). Diese Diskrepanz kann mehrere Ursachen haben.
Zum einen war die Zielpopulation in dieser Arbeit angereicherte T-Zellen aus PBLs und von
Morozov und Mitarbeitern wurden PBMCs bzw. Splenozyten verwendet. Des Weiteren
wurden unterschiedliche Stimulationsprotokolle verwendet, so wurden in dieser Arbeit die
aufgereinigten T-Zellen sehr effizient mit PMA/Ionomycin stimuliert, in der Morozov-Studie
wurde dagegen eine ConA- und Phytohaemagglutinin-Stimulation verwendet. Jedoch konnte
in der vorliegenden Arbeit nicht gekldrt werden, ob eine TZR-stimulierte T-Zell-Proliferation
durch die HERV-Hiillproteine gehemmt wird, da die Konditionierung von T-Zellen mit CHO-
Kontrollkulturen bereits zu einer Hemmung der a-CD3"- und a-CD28+-Antikdrper-
stimulierten Proliferation fiihrte (Tabelle 4.1). Da Hamster- (CHO-) Zellen keinen Effekt auf
die Proliferation von humanen T-Zellen haben diirften und keine Hinweise dazu in Literatur
zu finden sind, kann die Ursache der Hemmung der a-CD3"- und a-CD28"-Antikdrper-
vermittelten T-Zell-Stimulation durch CHO-Kontrollkulturen an dieser Stelle nicht geklirt
werden. Schliellich fallen auch methodische Unterschiede zu der Arbeit von Morozov auf, da
in der vorliegenden Arbeit ein Zell-Zell-Kontakt-System mit Oberfldchenexpression der
HERV-Proteine verwendet wurde (Abb. 4.7), diesem steht ein System gegeniiber, in dem
aufgereinigte Proteine oder BSA-gebundene Peptide verwendet wurden. Diese aufgereinigten
Proteine oder BSA-gebundenen Peptide zeigten erst in hoheren Konzentrationen einen
wirkungsvollen hemmenden Effekt, welche wahrscheinlich die HERV-Protein-Konzentration
iiberstiegen, die mit dem transienten Transfektionssystem in CHO-Zellen dieser Arbeit
erreicht wurden (Morozov, et al., 2013). Dazu kommt, dass in der vorliegenden Arbeit die
HERV-Hiillproteine durch die Expression auf der Oberfliche von Effektorzellen durch das
transiente Transfektionssystem als membranstindige Proteine exprimiert werden, welche
durch die rekombinante Herstellung von Proteinen verloren geht. Durch den Verlust der
Membranstindigkeit ist es nicht auszuschlieBen, dass sich die rekombinanten Proteine
funktionell unterscheiden.

Dagegen ist in der vorliegenden Arbeit mehrfach gezeigt worden, dass die transiente
Expression der HERV-Hiillproteine funktionell ist und dies daher nicht die Unterschiede zu
den Chorionkarzinom-Zelllinien erkldren wiirde (Abb. 4.4). Die Funktionalitit des
Fusionsproteins Syncytin-1 wurde mittels eines Fusionsexperimentes gezeigt, indem
48 Stunden nach Ko-kultur von Syncytin-1-exprimierenden CHO-Zellen mit ASCT-2-
exprimierenden CHO-Zellen riesenkernige Zellen (,giant nuclei) gefunden wurden

(Abb. 4.8). AuBlerdem zeigten weitere Experimente, dass alle drei HERV-Hiillproteine
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(Syncytin-1, -2 und HML-2) DCs modulierten und deren Aktivitit, T-Zellen in stabile DC/T-
Zell-Konjugate zu rekrutieren (Abb. 4.27 & 4.28) sowie die allogene T-Zell-Proliferation zu
stimulieren, stark einschrinkten (Abb. 4.21 & 4.22).

Es wurde zusitzlich die HERV-Hiillprotein-Oberflaichenexpression von BeWo- und JEG-
Zellen mit der im transienten CHO-Expressionssystem verglichen, um Unterschiede in der T-
Zell-Proliferation zu erkldren. Jedoch war die Oberflichenexpression zwischen den
Chorionkarzinom-Zelllinien und dem transienten CHO-Expressionssystem sehr vergleichbar
oder sogar teilweise etwas stirker in den CHO-Effektorzellen. Die Oberflichenexpression der
HERV-Hiillproteine in dem transienten CHO-Expressionssystem konnte ebenfalls iiber den
gesamten Zeitraum des Experimentes gewahrleistet werden (Abb. 4.4 & 4.7).

Daher ist es sehr unwahrscheinlich, dass die Inhibition der T-Zell-Proliferation von
Chorionkarzinom-Zelllinien durch HERV-Hiillproteine ausgeiibt wird, somit sind vermutlich

andere Faktoren dafiir verantwortlich (Hummel, ez al., 2015).

Neben T-Zellen sind APCs eine wichtige Immunzellpopulation und dort insbesondere
DCs, welche eine regulatorische Funktion auf verschiedene Immunzellpopulationen in der
Plazenta haben konnten.
In der vorliegenden Arbeit konnte kein Effekt von der Chorionkarzinom-Zelllinien BeWo und
JEG auf die LPS-vermittelte Reifung von DCs festgestellt werden (Abb. 4.14). Lediglich das
CD86 -Expressionsniveau auf DCs, die mit BeWo- und JEG-Zellen ko-kultivierten worden
waren, war vor LPS-Aktivierung erhoht, jedoch war keiner der analysierten DC-
Reifungsmarker (CD86", CD40" und HLA-DR") nach LPS-Aktivierung durch Ko-Kultur mit
BeWo- oder JEG-Zellen signifikant verdndert.
Genau wie die Chorionkarzinom-Zelllinien hatten die HERV-Hiillproteine keine oder nur
geringe Auswirkungen auf die phinotypische Reifung von LPS-aktivierten DCs (LPS-DCs)
(Abb. 4.17). Jedoch hemmten Syncytin-1- und -2-exprimierende Effektorzellen die LPS-
vermittelte CD86 -Expression auf DCs, zusitzlich schwichten Syncytin-1-exprimierende
Effektorzellen die HLA-DR-Expression der LPS-DCs. HML-2-exprimierende Effektorzellen
hatten dagegen keinen Effekt auf die phadnotypische Reifung von LPS-DCs. Kein Effekt
wurde auch auf den Reifungsmarker CD40" von LPS-DCs durch HERV-Hiillprotein-
exprimierende Effektorzellen gefunden. Die Hemmung der CD86'- bzw. HLA-DR'-
Expression auf LPS-DCs durch Syncytin-1- bzw. -2-exprimierende Effektorzellen und deren
biologische Konsequenz ist unklar. Jedoch kann hier nicht von einer Suppression der

phénotypischen DC-Reifung gesprochen werden, da ein deutlicher LPS-vermittelter Anstieg
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aller Reifungsmarker erfolgte, trotz geringfiigiger Unterschiede in den Expressionsniveaus der
LPS-DC-Oberflaichenmolekiile nach Ko-Kultur.
Ahnliche Ergebnisse ergaben bereits, dass periphere DCs nach Ko-Kultur mit primiren
ex vivo Trophoblasten eine normale LPS-vermittelte phénotypische Reifung anhand von
CD40- und CD86-Molekiilen zeigten (Salamone, et al., 2012). Andere Arbeiten zeigten
ebenfalls, dass Trophoblasten oder rekombinantes Syncytin-1 keinen Effekt auf die
phénotypische Reifung von DCs und Monozyten hatten (Grasso, et al., 2014, Salamone, et
al., 2012, Tolosa, et al., 2012). Im Gegensatz dazu steht eine Arbeit, in der rekombinantes
Syncytin-1 bereits zu einer Hochregulierung der Expression von CD80" und CD86" auf
Monozyten, sowie CD40", CD80", CD86" und HLA-DR" auf DCs in der Abwesenheit von
LPS oder anderer Aktivierungen fiihrte (Rolland, ef al., 2006). Diese Unterschiede sind aber
wahrscheinlich auf eine direkte Interaktion der Effektoren mit den Zielzellen zuriickzufiihren.
In der vorliegenden Arbeit wurde ein transientes Transfektionssystem mit membranstindigen
Effektorproteinen verwendet und nicht in die Zellkultur zugefiigtes rekombinantes Protein,
welches die Membranstdndigkeit verloren hat und héhere Proteinkonzentrationen benétigt um
effektive Wirkungen zu erzielen.

Die TNF-a- und auch IL-12-Produktion von LPS-DCs wurde durch Ko-Kultur mit
BeWo- und JEG-Zellen gehemmt, jedoch die IL-10-Produktion induziert (Abb. 4.18).
Diese Daten sind in Einklang mit fritheren Befunden, in welchen die Induktion eines anti-
inflammatorischen Zytokin-Profils durch mit Trophoblasten ko-kultivierte DCs beschrieben
wurde, die mit einer verminderten Produktion von pro-inflammatorischem IL-12 und TNF-a
und einer erhdhten Produktion von anti-inflammatorischem IL-10 einhergingen (Du, ef al.,
2014, Grasso, et al., 2014, Guo, et al., 2010, Salamone, et al., 2012, Tolosa, et al., 2012).
AufBlerdem konnte in gesunden Schwangerschaften eine erhohte Produktion des anti-
inflammatorischen Zytokines IL-10 in dezidualen T-Zellen (Piccinni, et al, 1998) und
peripheren NK-Zellen (Fukui, et al., 2008) gegeniiber nicht schwangeren Frauen gezeigt
werden (Chatterjee, et al., 2014). Hohe Konzentrationen der pro-inflammatorischen Zytokine
TNF-a und auch IL-12 wurden z.B. mit Schwangerschaftskomplikationen wie Praeklampsie
assoziiert (Chaouat, et al, 2002). Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass gesunde
Schwangerschaften vorwiegend mit einem anti-inflammatorischen Zytokin-Profil
einhergehen, zu dessen Etablierung eine DC-Konditionierung durch Trophoblasten in vivo
und die Chorionkarzinom-Zelllinien in vitro beitragen kdnnten.
Da BeWo-Zellen - aber nicht JEG-Zellen - IL-10 produzieren konnen (Bennett, et al., 1997),

lasst diese Studie fiir diese Ko-Kulturen keinen Aufschluss iiber die Quelle der gemessenen
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IL-10-Produktion zu (durch BeWo-Zellen oder die konditionierten DCs) (Abb. 4.18). Dariiber
hinaus wurde gezeigt, dass die IL-10-Produktion von BeWo-Zellen durch die Zugabe von
GM-CSF gesteigert werden kann (Bennett, et al., 1997), was auch in unserer Zellkultur zu
einer erhohten IL-10-Produktion gefiihrt haben konnte, da GM-CSF in unserem DC-
Zellkulturmedium ebenfalls als Zusatz vorhanden war (Abb. 4.18). Im Gegensatz zu BeWo-
Zellen konnte fiir JEG-Zellen kein direkter Einfluss auf die IL-10-Produktion gezeigt werden,
jedoch fiihrte die LPS-Aktivierung in der vorliegenden Arbeit zu einer IL-10-Produktion in
der DC-Ko-Kultur mit JEG-Zellen. Bennett zeigte bereits, dass LPS-Aktivierung in JEG-
Zellen zu einer Aktivierung von NF-kB, einer verdnderten Zytokinproduktion (nicht IL-10)
und zu einer Expression TLR-4-spezifischer Transkripte fithrte (Bennett, et al, 1997,
Komine-Aizawa, et al., 2008, Tangeras, et al., 2014). Dies ldsst vermuten, dass - in der
vorliegenden Arbeit - die IL-10-Produktion in der JEG-Ko-Kultur durch DCs erfolgte.

Interessant wire es daher zu analysieren, welche Gen-Expressionen und daraus folgenden
Signalwege in den Immunzellen durch die Konditionierung durch HERV-Hiillprotein-
exprimierende Effektorzellen verdndert werden. So haben Morozov und Kollegen (Morozov,
et al., 2013) gezeigt, dass rekombinantes HML-2-Protein die Expression von Genen der
angeborenen Immunitit (SEPP1, FCN-1, -2 und TREM2) in PBMCs herunterreguliert.

Im Unterschied zu den Chorionkarzinom-Zelllinien hatte keines der transgenen HERV-
Hiillproteine einen suppressiven Effekt auf die DC-Zytokinproduktion. Die Ko-Kultur von
DCs mit HERV-Hiillprotein-exprimierenden Effektorzellen zeigte keinen Anstieg der IL-10-
Produktion (Abb. 4.19). Vielmehr wurde ein Anstieg der LPS-abhédngigen Produktion der
pro-inflammatorischen Zytokine IL-12 und TNF-a durch Syncytin-1- und -2-exprimierende
Effektorzellen ermittelt (Abb. 4.19). Es ist unwahrscheinlich, dass der Unterschied zu den
Chorionkarzinom-Zelllinien auf methodische Ursachen zuriickzufiihren ist, da Ko-Kultur-
und LPS-Aktivierungsprotokolle sowie Oberflichenexpressionsniveaus der Effektorproteine
fiir CHO-Eftektorzellen und Chorionkarzinom-Zelllinien identisch bzw. vergleichbar waren
(Abb. 4.4 & Abb. 4.7). Die fiir die transient-transfizierten HERV-Hiillproteine erhobenen
Daten stehen vielmehr in Einklang mit fritheren Beobachtungen fiir Monozyten, die nach
Zugabe des rekombinanten Syncytin-1-Proteins stimulationsunabhingig eine Steigerung der
IL-12- und TNF-o-Produktion zeigten (Rolland, ef al, 2006). Jedoch wurden auch
suppressive Eigenschaften von Syncytin-1 gezeigt, wobei in Monozyten und PBMCs eine
Hemmung des anti-inflammatorischen Zytokines TNF-a gefunden wurde, was durch
Syncytin-1-exprimierende Plazenta-Mikrovesikel induziert worden war (Holder, et al., 2012,

Rolland, et al., 2006). Eine Diskrepanz in der Zytokinproduktion von Immunzellen durch



DISKUSSION | 90

HERV-Hiillproteine ist ein stark diskutiertes Thema. Es wurde beschrieben, dass wéihrend der
frithen Plazenta-Entstehung pro-inflammatorische Zytokine eine erhebliche Rolle spielen und
in der Angiogenese, der Entstehung neuer Blutgefifle, notwendig sind, die fiir eine
ausreichende Zufuhr von Sauerstoff und Nahrstoffen zum Fetus erforderlich sind (Gude, et
al., 2004). So wurden in den verschieden Stadien der Schwangerschaft sowohl pro-
inflammatorische, aber auch anti-inflammatorische Zytokine gefunden, die zugrunde
liegenden Mechanismen sind jedoch weitgehend unbekannt (Mor, 2008, Mor, ef al., 2011).
Die in der vorliegenden Arbeit erhobenen Daten lassen vermuten, dass die HERV-
Hiillproteine wohl keinen direkten Beitrag zur Produktion anti-inflammatorischer Zytokine
durch DCs leisten (Hummel, et al., 2015). Dies wird durch andere bekannte Faktoren auf
Trophoblasten unterstiitzt, welche die Zytokinproduktion modulieren, aber nicht von der
HERV-Hiillproteinexpression abhingig sind. So exprimieren Trophoblasten HLA-G und -E,
welche zu einer Zytokinmodulation von DCs und zu einer geringeren TNF-a-Produktion
fithrte, aber nicht zu einer geringeren IL-12-Produktion (Steck, ef al., 2002). Dariiber hinaus
ist bekannt, dass BeWo- (Risk and Johnson, 1990) und JEG-Zellen (Burt, et al., 1991)
ebenfalls HLA-G exprimieren, jedoch wurde fiir die Chorionkarzinom-Zelllinien der Effekt

auf die Zytokinproduktion von DCs bisher nicht analysiert.

Obwohl HERV-Hiillproteine aufgrund der gemessenen Oberflichenmarker und
Zytokinproduktion zu einer weitgehend normalen Reifung von LPS-DCs fiihrten (Abb. 4.17
& 4.19), waren diese DCs nicht in der Lage, T-Zellen in stabile DC/T-Zell-Konjugate zu
rekrutieren (Abb. 4.28). Dabei wurden LPS-DCs durch Syncytin-2- und HML-2-
exprimierende Effektorzellen effektiver in der Rekrutierung von T-Zellen gehemmt als durch
Syncytin-1-exprimierende Effektorzellen. LPS-DCs, die mit Chorionkarzinom-Zelllinien
konditioniert worden waren, waren ebenfalls nicht in der Lage, T-Zellen in stabile DC/T-Zell-
Konjugate zu rekrutieren (Abb. 4.27). Die reduzierte DC/T-Zell-Konjugatbildung war jedoch
nicht mit einer geringeren Expression von LFA-1 und ICAM auf LPS-DCs assoziiert
(Abb. 4.29 & Tabelle 4.3). Jedoch existieren inaktive und aktive Formen des LFA-1 o/f-
Heterodimers (CD11a’/CD18") (Evans, et al., 2006, Shamri, et al., 2005), in dieser Arbeit
wurde LFA-1 nicht hinsichtlich der vorliegenden Form analysiert. Ebenfalls wurden in dieser
Arbeit keine weiteren Adhisionsmolekiile getestet, welche fiir eine Hemmung der DC/T-Zell-
Konjugatbildung oder deren Stabilitdt verantwortlich sein konnten. Die eingeschrinkte
Effizienz der DC/T-Zell-Konjugatbildung von LPS-DCs konditioniert mit HERV-

Hiillprotein-exprimierenden Effektorzellen und Chorionkarzinom-Zelllinien ging mit einer
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geringeren T-Zell-Aktivierung in Form einer verminderten Ca**-Mobilisierung und IFN-y-
Produktion einher (Abb. 4.23 & 4.30). Dabei war die Ca*’-Mobilisierung und IFN-y-
Produktion durch Syncytin-2- und HML-2-exprimierende Effektorzellen effektiver als durch
Syncytin-1-exprimierende Effektorzellen gehemmt.

Zusétzlich zu der Reduktion der DC/-T-Zell-Konjugate wurde eine fehlerhafte
immunologische Synapsen-Architektur gefunden, welche in einer inkompletten T-Zell-
Aktivierung resultierte. Die fehlerhafte IS-Bildung war durch einen fehlerhaften Ausschluss
von F-Aktin aus dem Zentrum der IS sowie eine reduzierte p-Tyrosin-Akkumulation in der T-
Zelle gekennzeichnet (Abb. 4.34, 437 & 4.38). Diese Signalverdnderungen in der IS
implizierten eine nicht stimulierende IS, wie sie anhand der Beeintrichtigung von
Signalmolekiilen wie ZAP-70 und LAT sowie verminderter IL-2 Produktion gezeigt wurde
(Choi and Schwartz, 2011).

Daher wire es interessant zu untersuchten, ob die TZR-Verteilung in der IS durch die DCs
beeinflusst wird und diese einen Effekt auf die verminderte T-Zell-Aktivierung haben konnte.
Ebenfalls wire die Analyse von weiteren Adhédsionsmolekiilen notwendig, um eventuell die
verminderte Bildung von DC/T-Zell-Konjugaten erkldren konnte.

Ein modulierender Effekt von Trophoblasten auf Immunzellen wurde bereits in fritheren
Studien gezeigt. So wurde gezeigt, dass mit primdren Trophoblasten konditionierte DCs die
klonale T-Zell-Expansion nicht stimulieren konnten (Salamone, ef al., 2012, Segerer, et al.,
2012) und die Differenzierung regulatorischer T-Zellen (Tregs) hemmten (Du, et al., 2014).
Der Verlust der allostimulatorischen DC-Aktivitit auf die allogene T-Zell-Proliferation
konnte jedoch bislang nur fiir die von Trophoblasten sezernierten 16slichen Mediatoren wie
IDO (Ban, et al., 2013, Salamone, et al., 2012), TSLP (Du, et al., 2014) oder MIC-1 (Segerer,
et al, 2012) gezeigt werden. In unserem Ko-Kultur-System ist der Verlust der
allostimulatorischen DC-Aktivitdt auf die T-Zell-Proliferation aber vermutlich nicht auf
16sliche Mediatoren zuriickzufiihren, da die HERV-Hiillproteine auf Hamster-(CHO-) Zellen
exprimiert wurden. Jedoch kann es nicht ausgeschlossen werden, dass infolge der HERV-
Hiillprotein Konditionierung Faktoren von DCs freigesetzt wurden, welche die T-Zell-
Aktivierung hemmten.

Der Effekt der allostimulatorischen Aktivitit von DCs, der durch die HERV-Hiillproteine
verursacht wurde, war etwas stirker als durch die Chorionkarzinom-Zelllinien (Abb. 4.21 &
4.22). Jedoch war die Reduzierung der DC/T-Zell-Konjugatbildung (Abb. 4.27 & 4.28) und
Ca”"-Mobilisierung (Abb. 4.30) durch die Chorionkarzinom-Zelllinien verglichen mit den

HERV-Hiillproteinen-exprimierenden Effektorzellen effektiver. Dies kann als mogliche
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Ursache haben, dass die Chorionkarzinom-Zelllinien neben HERV-Hiillproteinen zusétzliche
Effektor-Proteine exprimieren, wie z.B. HLA-G und HLA-E, welche zu einer Hemmung der
TNF-a-Zytokinproduktion von DCs fiihrten (Steck, et al., 2002).

Ob die HERV-Hiillproteinexpression auf den Chorionkarzinom-Zelllinien einen

Beitrag zur mangelnden Auspriagung der allostimulatorischen Aktivitdt der konditionierten
DCs leisten, sollte mittels Blockierung der HERV-Hiillproteinexpression auf diesen Zellen
untersucht werden.
Da keine blockierenden Antikdrper fiir HERV-Hiillprotein bekannt sind, sollte die Expression
der HERV-Hiillproteine auf Chorionkarzinom-Zelllinien durch spezifische siRNAs
herunterreguliert werden (Abb. 4.24). Die mangelnde allostimulatorische Aktivitdt von DCs
durch die Chorionkarzinom-Zelllinien konnte durch Ko-Transfektion der BeWo-Zellen mit
siRNAs gegen Syncytin-1, -2 und HML-2 nicht wieder hergestellt werden. So konnten die
durch Chorionkarzinom-Zelllinien-konditionierten DCs ebenso ineffizient die allogene T-
Zell-Expansion stimulieren, wie auch ohne blockierende siRNAs (Abb. 4.25). Dies ist
vermutlich auf methodische Griinde zuriickzufiihren, da die Reduktion der Proteinexpression
durch die siRNA-Transfektion nur teilweise fiir Syncytin-1 und HML-2 effizient war. So war
die Oberflachenexpression dieser Proteine nur partiell reduziert und nicht komplett gehemmt,
wodurch die potentiellen Effektormolekiile noch fiir DC-Interaktionen verfiigbar waren (Abb.
4.24). Neben der nur partiellen Reduktion der Oberflichenexpression war diese Reduktion fiir
alle drei HERV-Hiillproteine nur {iber einen kurzen Zeitraum gewéhrleistet und nicht iiber die
gesamte Dauer des Experiments. Ebenfalls ist wenig iiber die Konzentrationen bekannt, bei
denen die HERV-Hiillproteine noch wirkungsvoll funktionieren.

Dariiber hinaus ist es wahrscheinlich, dass die Chorionkarzinom-Zelllinien andere
Mechanismen aufweisen, welche die Reduktion der HERV-Hiillproteine kompensieren
konnten. So ist bekannt, dass Trophoblasten HLA-G und -E exprimieren und dadurch DCs
modulieren konnen die pro-inflammatorische TNF-a-Zytokinproduktion zu hemmen (Steck,
et al., 2002). Eine zentrale Rolle spielt auch das humane Choriongonadotropin (hCG),
welches von Trophoblasten ausgeschiittet wird und die anti-inflammatorische IL-10-
Zytokinproduktion von Tregs fordert (Schumacher, et al., 2013) sowie zu einem tolerogenen
DC-Phénotyp fiihrt (Segerer, et al., 2009, Wan, et al., 2008). Diese tolerogenen LPS-
aktivierten DCs zeigten eine erhdhte IL-10-Produktion und geringere IL-12- und TNF-a-
Produktion und fiithrt zu einer verringerten Stimulation der Antigen-spezifischen T-Zell-
Proliferation. Dariiber hinaus exprimieren Trophoblasten CD200, fiir das eine modulierende

Aktivitdit von DCs, Tregs, aber auch Makrophagen vermutet wird (Yu, et al., 2008).
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AuBlerdem haben Bjercke und Kollegen (Bjercke, et al, 1989) eine erhohte Anzahl
suppressiver Monozyten in der Peripherie von Schwangeren gefunden und vermuten, dass
diese Monozyten und Monozyten-differenzierte DCs zu einer geringeren Anzahl von T-Zellen
in der Schwangerschaft fiihrten.

Daher ist es unwahrscheinlich, dass die Immuntoleranz in der Plazenta alleine von den in
dieser Arbeit untersuchten HERV-Hiillproteinen abhingig ist. Fiir das ebenfalls in der
Plazenta exprimierte HERV-H sind bislang keine immunmodulierenden Eigenschaften in der
Plazenta bekannt, jedoch erwies es sich bereits, wie auch HERV-FRD (Mangeney, et al.,
2007), in einem tumor rejection assay als potentiell immunsuppressiv (Mangeney, et al.,

2001).

Uber die DC-Population in der Plazenta ist sehr wenig bekannt. Die als uterine DCs
(uDCs) bezeichneten Zellen zirkulieren im Gegensatz zu peripheren DCs nicht in die
Lymphknoten, wobei Faktoren dieser Geweberesidenz weitgehend unbekannt sind. uDCs sind
phinotypisch unreif und weisen somit eine (niedrige) CD86'- und CD83 -Expression auf, und
ex vivo uDCs fiihren nach LPS-Aktivierung zu einer geringeren IL-12-Produktion im
Vergleich zu peripheren DCs (Gardner and Moffett, 2003, Kammerer, et al., 2003,
Kammerer, et al., 2000, Miyazaki, et al., 2003). uDCs in der Plazenta zeigten in Studien
bereits einen dhnlichen Phénotyp wie die mit Chorionkarzinom-Zelllinien-konditionierten
DCs. So exprimierten uDCs Reifungsmarker wie CD83", CD40" und HLA-DR" (Kammerer,
et al., 2000), aber induzierten trotzdem einen Th2-Status (Miyazaki, et al., 2003). Jedoch
konnte gezeigt werden, dass uDCs fiir die Plazentaentwicklung wichtig sind, da sie
vermutlich eine Rolle in der Immuntoleranz der Plazenta spielen (Bartmann, et al., 2014,

Laskarin, et al., 2007, Miyazaki, et al., 2003, Plaks, et al., 2008).

Zusammenfassend wirken die HERV-Hiillproteine modulierend auf DCs und hemmen
die Bildung einer stimulierender IS (Abb. 7.1 A), indem sie die Rekrutierung von T-Zellen in
stabile DC/T-Zell-Konjugate vermindern (Abb. 7.1 B). Dadurch wird die allostimulatorische
Aktivitdt von DCs, die allogene T-Zell-Proliferation zu stimulieren, gestort (Abb. 7.1 B).
Dariiber hinaus iiben die Chorionkarzinom-Zelllinien weitere modulierende Effekte auf DCs
aus, welche vermutlich nicht durch HERV-Hiillproteine induziert werden, wie z.B. die
Produktion von anti-inflammatorischem IL-10 und die Hemmung von pro-inflammatorischem
IL-12 und TNF-a (Abb. 7.1 C). Ob die Modulation der DCs durch die HERV-Hiillproteine

und die damit verbundene gestorte T-Zell-Stimulation zu einer Immuntoleranz in der Plazenta
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filhrt und dies essentiell in dem Schutz des semi-allogenen Fetus ist, miisste mit weiteren
Experimenten bestétigt werden. Jedoch ist es denkbar, dass die durch HERV-Hiillproteine
modulierten DCs weitere suppressive Funktionen haben. So wird vermutet, dass NK-Zellen
ebenfalls durch DCs in der Plazenta gehemmt werden und dies eine zusitzliche
Immuntoleranz in einer gesunden Schwangerschaft hervorruft. Ebenfalls wurde eine 100-
fache Expansion von Tregs durch fetale Antigene in der Maus gezeigt (Rowe, ef al., 2012).
Ein direkter Zell-Zell-Kontakt von Trophoblasten mit Tregs und Makrophagen konnte als
Ursache fiir einen suppressiven Phénotyp dieser Zellen gezeigt werden (Svensson-Arvelund,
et al., 2015). So wurde nach Ko-Kultur mit Trophoblasten eine erhohte anti-inflammatorische
IL-10-Zytokinproduktion und eine reduzierte pro-inflammatorische IL-12-Produktion von
suppressiven M2-Makrophagen, sowie eine erhohte IL-10-Produktion und keine pro-
inflammatorische IFN-y-Zytokinproduktion von Tregs induziert (Svensson-Arvelund, et al.,
2015).

Ein interessanter Ansatz wire es, den Einfluss der HERV-Hiillprotein-modulierten DCs auf
weitere Immunzellen wie Tregs und NK-Zellen oder auch den direkten Einfluss von HERV-

Hiillproteinen auf Makrophagen zu analysieren.
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Abbildung 7.1: Schematische Modelle von allostimulatorischen DCs oder HERV-Hiillproteinen- bzw.
durch Chorionkarzinom-Zelllinien-modulierte DCs auf die allogene T-Zell-Aktivierung.

Ubersicht der DC/T-Zell-Konjugatbildung. Es sind DC/T-Zell-Bindungen in der mDC-Kontroll-
immunologischen Synapse dargestellt (A) und der immunologischen Synapse, die durch HERV-
Hiillprotein-exprimierende Effektorzellen moduliert wurden (B) bzw. durch die Chorionkarzinom-
Zelllinien (C). Die Antigenprésentation erfolgt iiber MHC-II und die Bindung des TZR sowie anderer
ko-stimulatorischer Molekiile. Die DC wird durch die Bindung von Pathogenen (z.B. LPS) an TLR4
an der Zellmembran aktiviert. Die ko-stimulatorischen Molekiile sind CD80"/CD86" bzw. CD40" auf
der DC, die an CD28" oder CTLA-4" bzw. CD40L" der T-Zellen binden. Dabei werden ebenfalls T-
Zell-stimulierende Zytokine wie z.B. IL-6, IL-12 und TNF-a von der DC sezerniert. Zielmolekiile in
der T-Zelle wie LAT, ZAP-70 und Lck werden durch TZR-Aktivierung phosphoryliert und fithren zur
T-Zell-Aktivierung, welche durch IL-2, IL-5, IFN-y und TNF-a Zytokinproduktion gekennzeichnet ist
(modifiziert nach (Huppa and Davis, 2003))

Da die Rezeptoren fiir Syncytin-1 und -2 (ASCT-1, -2 und MFSD2A) auf der
Oberflache von DCs exprimiert werden (Abb. 4.1), konnten diese als Bindungsrezeptoren fiir
eine HERV-Hiillprotein-abhingige Immunmodulation fungieren. Die Expression von den
Rezeptoren konnte in der Plazenta gezeigt werden, jedoch wurde bislang keine Expression auf
uDCs untersucht. Die Funktion dieser Rezeptoren, welche Na*'-abhingige Transporter fiir
neutrale Aminosduren (Cheynet, et al., 2006) oder Kohlenhydrate (Esnault, ef al., 2008) sind,
wurde vielmehr fiir den Tumor-Metabolismus gezeigt (Fuchs and Bode, 2005, Fuchs, et al.,
2004). So ist eine Herunterregulierung dieser Rezeptoren vermutlich ursdchlich fiir den
Zelltod von Tumorzellen, jedoch ist bislang kein Einfluss dieser Rezeptoren auf die
immunologischen Eigenschaften von DCs oder T-Zellen gezeigt worden (Blond, et al., 2000,
Esnault, et al., 2008, Fuchs and Bode, 2005, Green, et al., 2004, Hayward, et al., 2007, Lee,
et al., 2001). Daher ist es auch mdoglich und sogar wahrscheinlich, dass andere Rezeptoren
zusatzlich neben ASCT-1, -2 und MFSD2A fiir den modulatorischen Effekt der HERV-
Hiillproteine verantwortlich sind (Hummel, et al., 2015). Dariiber hinaus ist die Rezeptor-
bindende Domine (RBD) von Syncytin-1 nicht innerhalb der immunsuppressiven Doméne
(ISD) (Cheynet, et al., 2006) und fiir Syncytin-2 gibt es ebenfalls keine Beweise fiir eine
direkte Bindung der Fusionsrezeptoren mit der ISD (Esnault, ef al., 2008). Ebenfalls kann die
fusogene Eigenschaft der HERV-Hiillproteine von ihrer immunsuppressiven Eigenschaft
getrennt werden, was einen Einfluss von anderen Rezeptoren sehr wahrscheinlich macht
(Mangeney, et al., 2007). Moglicherweise ist aber auch eine Bindung von den HERV-
Hiillproteinen an ihren jeweiligen Rezeptor nétig, um eine Stabilitdt oder strukturelle
Anderung zu induzieren, welche es ermdglicht, an ihre unbekannten immunmodulierenden
Rezeptoren mit einer geringeren Affinitit binden zu kdnnen (Hummel, ef al., 2015). So wurde
fiir die durch Masern-Virus hervorgerufene Immunsuppression eine nétige Bindung des F/H-

Komplex gezeigt, aber nicht fiir das Rezeptor-bindende H-Protein alleine (Schneider-
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Schaulies and Schneider-Schaulies, 2008). Ob die Rezeptoren, die fiir einen HERV-
Hiillprotein-vermittelten Einfluss auf DCs und T-Zellen dieselben sind, bleibt ungeklrt.
Dariiber hinaus ist weder ein fusogener noch ein immunregulatorischer Rezeptor fiir HML-2

bekannt.

Zusammenfassend hat die vorliegende Arbeit gezeigt, dass die HERV-Hiillproteine
Syncytin-1, -2 und HML-2 DCs in ihrer Funktion, T-Zellen zu stimulieren, modulieren. Die
als Trophoblasten-Modell parallel untersuchten Chorionkarzinom-Zelllinien erwiesen sich
hinsichtlich der Hemmung der PMA/Ionomycin-stimulierten T-Zell-Proliferation, sowie der
suppressiven DC-Zytokinproduktion als modulatorisch fiir T-Zellen und DCs, sodass andere
Molekiile neben den HERV-Hiillproteinen an der Modulation der T-Zell-Aktivierung in der
Plazenta beteiligt sind.
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6. Zusammenfassung

Das humane Genom besteht zu ungefdhr 8 % aus humanen endogenen Retroviren (HERVs),
jedoch sind viele aufgrund von Mutationen oder Deletionen nicht mehr funktionell. Trotzdem
wurden funktionelle HERV-Proteine gefunden, welche offene Leserahmen (ORFs) besitzen
und fiir funktionelle Hiill-Glykoproteine wie z.B. Syncytin-1, Syncytin-2 und HML-2
kodieren. Diese HERV-Hiillproteine beinhalten eine suppressive Domine (SU) und
induzieren mdglicherweise eine Immunsuppression diverser Immunzellen wihrend einer
gesunden Schwangerschatft.

In dieser Arbeit wurden spezifisch die modulatorischen Eigenschaften verschiedener HERV-
Hiillproteine (Syncytin-1, -2 und HML-2) auf Immunzellen untersucht.

Wir konnten zeigen, dass die HERV-Bindungsrezeptoren ASCT-1, -2 und MFSD2A auf der
Oberflache von T-Zellen und DCs exprimiert werden. Fiir funktionelle Experimente wurden
HERV-Hiillproteine transgen in CHO-Zellen exprimiert, die als Effektorzellen in Ko-Kultur-
Systemen verwendet wurden. Es konnte keine Hemmung der PMA/lonomycin-stimulierten
T-Zell-Proliferation durch die Effektorzellen gefunden werden. Dariliber hinaus
beeintrichtigten die Effektorzellen nicht die Expression von Reifungsmarkern auf DCs nach
LPS-Aktivierung, induzierten jedoch die Produktion der pro-inflammatorischen Zytokine IL-
12 und TNF-a. Dagegen inhibierten die konstitutiv. HERV-Hiillprotein-exprimierenden
Chorionkarzinom-Zelllinien BeWo und JEG die PMA/lonomycin-stimulierte T-Zell-
Proliferation sehr effektiv. Die Chorionkarzinom-Zelllinien hatten ebenfalls keinen Einfluss
auf die phanotypische LPS-DC-Reifung, modulierten aber die LPS-DC-Zytokin-Antwort sehr
effektiv zu einem suppressiven Profil durch eine Inhibition der pro-inflammatorischen
Zytokine IL-12 und TNF-a sowie einen Anstieg von anti-inflammatorischem IL-10. BeWo-
und JEG-Zellen, aber auch HERV-Hiillprotein-exprimierende Effektorzellen verdndern die
durch LPS-DC-stimulierte allogene T-Zell-Proliferation. Dies war mit einer verringerten
Bildung von DC/T-Zell-Konjugaten sowie mit einer Hemmung der IFN-y-Sekretion und der
Ca”"-Mobilisation dieser T-Zellen assoziiert. Des Weiteren wurden eine reduzierte p-Tyrosin-
Akkumulation und kein Ausschluss des F-Aktin-Signals in der immunologischen Synapse,
der Kontaktstelle dieser DC/T-Zell-Konjugate, gefunden.

Zusammenfassend lassen diese Ergebnisse vermuten, dass HERV-Hiillproteine die T-Zell-
Proliferation nicht direkt beeinflussen, sich aber modulierend auf DCs auswirken und dadurch

mit deren allogene T-Zell-Proliferation interferieren.
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7. Summary

Human endogenous retroviruses (HERVs) comprise about 8 % of the human genome but
many are not functional due to mutations or deletions. However, some HERVs have been
reported to harbor open reading frames (ORFs) and are coding for functional envelope (env)
glycoproteins (Syncytin-1, Syncytin-2 and HML-2). These HERV env glycoproteins have
suppressive domains (SU) and may modulate immune cells especially in the placenta where

they are highly expressed.

In this work, we investigated the ability of different HERV envs (Syncytin-1, -2 and HML-2)

to modulate immune cell function.

We showed that HERV binding receptors ASCT-1, -2 and MFSD2A are expressed by T-cells
and DCs. For functional analysis, HERV envs were transiently expressed in CHO-cells which
were then used as effector cells for co-culture assays. We demonstrated that HERV env
expressing CHO effector cells did not significantly inhibit PMA/Ionomycin stimulated T-cell
proliferation, and did not prevent phenotypic maturation of DCs in response to LPS.
However, they did strongly augment the release of the pro-inflammatory cytokines IL-12 and
TNF-a from LPS-DCs. In contrast, BeWo and JEG choriocarcinoma cell-lines constitutively
expressing HERV env proteins reduced the T-cell proliferation very effectively. These cell-
lines did not prevent phenotypic maturation of LPS-DCs, but shifted their cytokine response
towards an immune suppressive profile by inhibiting the pro-inflammatory cytokines IL-12
and TNF-a and enhancing the release of the anti-inflammatory cytokine IL-10. The
choriocarcinoma cell-lines and CHO effector cells inhibited the LPS-DC induced allogenic T-
cell-proliferation. This was associated with a loss of DC/T-cell conjugate frequency as well as
with an impairment of IFN-y release and Ca*" mobilization in T-cells. In addition, we
observed an aberrant pattern of p-tyrosine and F-actin signal in the interface of these DC/T-

cell conjugates.

Altogether, these findings suggest that HERV proteins do not target T-cell activation directly,

but modulate the DCs' ability to promote T-cell expansion.
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natiirliche Killerzellen
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engl. open reading frames
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engl. small interfering RNA
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zum Beispiel

116



ABBILDUNGSVERZEICHNIS | 117

10. Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1.1: Schematische Darstellung eines Retroelements viralen Ursprungs. 6
Abbildung 1.2: Phylogenetischer Baum der humanen Retroviren. 7
Abbildung 1.3: Schematische Darstellung der Endogenisierung der HERVs. 8
Abbildung 1.4: Schematische Darstellung eines HERV-Glykoproteins. 9
Abbildung 1.5: Schematische Darstellung der menschlichen Plazenta. 10
Abbildung 1.6: Schematische Darstellung der Differenzierung von Cytotrophoblasten zu
Syncytiotrophoblasten sowie extravillosen Trophoblasten. 13
Abbildung 1.7: Schematische Darstellung einer immunologischen Synapse zwischen einer
DC als APC und einer T-Zelle. 17
Abbildung 2.1: Schematische Darstellung des eukaryotischen Expressionsvektors pCG. 22
Abbildung 3.1: Charakterisierung von iDCs. 32
Abbildung 3.2: Charakterisierung von mDC. 32
Abbildung 3.3: Charakterisierung primirer T-Zellen und deren Subpopulationen nach
Aufreinigung. 33
Abbildung 3.4: Exemplarische Darstellung der Messung der T-Zell-Proliferation. 39
Abbildung 3.5: Exemplarische Darstellung der iDC/T-Zell- und mDC/T-Zell-Konjugat-
Analyse mittels Durchflusszytometrie. 42

Abbildung 4.1: mRNA-Expression der HERV-Rezeptoren ASCT-1, -2 und MFSD2A. 44
Abbildung 4.2: Proteinexpression der HERV-Rezeptoren ASCT-1, -2 und MFSD2A auf DCs

und T-Zellen. 45
Abbildung 4.3: Oberfldchenexpression der HERV-Hiillproteine Syncytin-1, -2 und HML-2

auf den Chorionkarzinom-Zelllinien BeWo und JEG. 46
Abbildung 4.4: mRNA-Expression von Syncytin-1, -2 und HML2 in der Chorionkarzinom-

Zelllinie BeWo. 47
Abbildung 4.5: Syncytin-1-Expression in HEK-Zellen. 48

Abbildung 4.6: Expression von Syncytin-1 und -2 auf stabil-transfizierten CHO-Zellen. 49
Abbildung 4.7: Oberfldchenexpression von Syncytin-1, -2 und HML-2 auf transient-

transfizierten CHO-Zellen. 50
Abbildung 4.8: Fusion Syncytin-1-transfizierter CHO-Zellen mit ASCT-2-transfizierten
CHO-Zellen. 51

Abbildung 4.9: Fusion von Syncytin-2-transfizierten Effektorzellen mit BeWo-Zellen. 52
Abbildung 4.10: T-Zell-Proliferation nach Ko-Kultur mit Chorionkarzinom-Zelllinien mittels

CFSE-Inkorporation. 54
Abbildung 4.11: T-Zell-Proliferation nach Ko-Kultur mit HERV-Hiillprotein-exprimierenden
Effektorzellen mittels CFSE-Inkorporation. 55
Abbildung 4.12: T-Zell-Proliferation nach Ko-Kultur mit Syncytin-1-, -2- und HML-2-ko-
exprimierenden Effektorzellen mittels CFSE-Inkorporation. 56
Abbildung 4.13: Exemplarische Darstellung der CD86 -Expression auf DCs nach Ko-Kultur
mit Chorionkarzinom-Zelllinien. 58

Abbildung 4.14: Oberflichenexpression von DC-Reifungsmarkern nach Ko-Kultur mit
Chorionkarzinom-Zelllinien. 59



ABBILDUNGSVERZEICHNIS | 118

Abbildung 4.15: CD86 -Expression von unkonditionierten DCs oder DCs, die mit

Leervektor-exprimierenden CHO-Zellen ko-kultiviert worden waren. 60
Abbildung 4.16: Exemplarische Darstellung der CD86 -Expression auf DCs nach Ko-Kultur
mit HERV-Hiillprotein-exprimierenden Effektorzellen. 61
Abbildung 4.17: Oberflichenexpression von DC-Reifungsmarkern nach Ko-Kultur mit
HERV-Hiillprotein-transfizierten Effektorzellen. 62
Abbildung 4.18: Zytokinproduktion von DCs nach Ko-Kultur mit Chorionkarzinom-
Zelllinien. 63
Abbildung 4.19: Zytokinproduktion von DCs nach Ko-Kultur mit HERV-Hiillprotein-
exprimierenden Effektorzellen. 64
Abbildung 4.20: IL-12-Produktion von DCs nach Ko-Kultur mit Syncytin-1-, -2- und HML-
2-ko-exprimierenden Effektorzellen. 65
Abbildung 4.21: Effekt von Chorionkarzinom-Zelllinien auf die LPS-DC-induzierte allogene
T-Zell-Proliferation. 67
Abbildung 4.22: Effekt von HERV-Hiillproteinen auf die LPS-DC-induzierte allogene T-Zell-
Proliferation. 68
Abbildung 4.23: Einfluss von HERV-Hiillproteinen auf die LPS-DC-induzierte IFN-y-
Produktion von allogenen T-Zellen. 69
Abbildung 4.24: Exemplarische Darstellung der Oberflachenexpression von HERV-
Hiillproteinen auf BeWo-Zellen nach siRNA-Transfektion. 70
Abbildung 4.25: Einfluss von HERV-Hiillprotein-siRNA-transfizierten BeWo-Zellen auf die
LPS-DC-induzierte allogene T-Zell-Proliferation. 71
Abbildung 4.26: Exemplarische Darstellung der DC/T-Zell-Konjugate mittels
Durchflusszytometrie. 72
Abbildung 4.27: DC/T-Zell-Konjugatbildung nach Vorbehandlung der DCs mit
Chorionkarzinom-Zelllinien. 72
Abbildung 4.28: DC/T-Zell-Konjugatbildung nach Vorbehandlung der DCs mit HERV-
Hiillproteinen. 73
Abbildung 4.29: Exemplarische Darstellung der LFA-1- und ICAM-Expression mittels
Durchflusszytometrie. 74

Abbildung 4.30: Ca®>*-Mobilisierung in T-Zellen nach Kontaktierung mit allogenen DCs,
welche mit Chorionkarzinom-Zelllinien oder HERV-Hiillprotein-exprimierenden

Effektorzellen vorbehandelt worden waren. 76
Abbildung 4.31: Analyse der F-Aktin- und p-Tyrosin-Verteilung in der immunologischen

Synapse in den Kontrollen. 77
Abbildung 4.32: Analyse der F-Aktin- und p-Tyrosin-Verteilung in der IS, die mit BeWo-

und JEG-Zellen ko-kultiviert worden waren. 78

Abbildung 4.33: Schematische Darstellung der IS-Bildebene durch die 3D-Rekonstruktion. 79
Abbildung 4.34: 3D-Rekonstruktion der IS von DC/T-Zell-Konjugaten, die mit

Chorionkarzinom-Zelllinien ko-kultiviert worden waren. 80
Abbildung 4.35: Analyse der F-Aktin- und p-Tyrosin-Verteilung in der IS, die mit CHO-
Kontrollkulturen ko-kultiviert worden waren. 81

Abbildung 4.36: Analyse der F-Aktin- und p-Tyrosin-Verteilung in der IS, die mit HERV-
Hiillprotein-exprimierenden Effektorzellen ko-kultiviert worden waren. 82



ABBILDUNGSVERZEICHNIS | 119

Abbildung 4.37: 3D-Rekonstruktion der IS von DC/T-Zell-Konjugaten, die mit HERV-
Hiillprotein-exprimierenden Effektorzellen ko-kultiviert worden waren. 83

Abbildung 4.38: Quantifizierung der DC/T-Zell-Konjugate. 84

Abbildung 7.1: Schematische Modelle von allostimulatorischen DCs oder HERV-
Hiillproteinen- bzw. durch Chorionkarzinom-Zelllinien-modulierte DCs auf die allogene
T-Zell-Aktivierung. 96



11.
Tabelle 1.1:

TABELLENVERZEICHNIS | 120

Tabellenverzeichnis

Ubersicht der am besten beschriebenen HERV-Hiillproteine mit deren Gen-

Namen und (Fusions-) Rezeptoren.

Tabelle 2.1:
Tabelle 2.2:
Tabelle 2.3:
Tabelle 2.4:
Tabelle 2.5:
Tabelle 2.6:
Tabelle 3.1:
Tabelle 3.2:
Tabelle 3.3:
Tabelle 3.4:
Tabelle 3.5:
Tabelle 3.6:
Tabelle 4.1:

Verwendete Zelllinien.

Verwendete primére Zellen.
HERV-Hiillprotein-Plasmide.

Primer fiir die Isolation der CDS aus cDNA.
Primer fiir die Klonierung in den pCG-Vektor.
HERV-Hiillprotein-spezifische siRNA-Sequenzen.
Zusammensetzung der Phusion-PCR Reaktion.
PCR-Reaktionsprogramm fiir den ThemorCycler.
Ubersicht des verwendeten Restriktionsverdaus.
Ubersicht iiber die Ligationsreaktion.
PCR-Reaktionsansatz fiir die Sequenzierungs-PCR.
PCR-Reaktionsprogramm fiir die Sequenzierungs-PCR.

14
20
20
21
22
22
23
35
35
36
36
37
37

0-CD3"/a-CD28"-Antikdrper stimulierte T-Zell-Proliferation mit und ohne Ko-
Kultur von CHO-Kontrollkulturen.
Tabelle 4.2: IL-12- und IL-10-Produktion von DCs nach Ko-Kultur mit Syncytin-1-, -2- und
HML-2-ko-exprimierenden Effektorzellen.
Tabelle 4.3: LFA-1- und ICAM-Expression auf DCs nach Ko-Kultur mit HERV-Hiillprotein-
exprimierenden Effektorzellen.

57

66

75



12.

PUBLIKATIONEN UND PRASENTATIONEN = 121

Publikationen und Prisentationen

12.1. Publikationen

2015

2014

2009

2009

Human endogenous retrovirus envelope proteins target dendritic cells to
suppress T-cell activation. Jonas Hummel, Ulrike Kdmmerer, Nora Miiller,
Elita Avota, Sibylle Schneider-Schaulies

Eur J Immunol. 2015 Mar 9. doi: 10.1002/¢ji.201445366

Proteasome Inhibition with Bortezomib Depletes Plasma Cells and Specific
Autoantibody Production in Primary Subject Cell Cultures from Early-Onset
Myasthenia Gravis Patients. Alejandro M. Gomez, Nick Willcox, Kathleen
Vrolix, Jonas Hummel, Gisela Nogales-Gadea, Abhishek Saxena, Hans
Duimel, Fons Verheyen, Peter C. Molenaar, Wim A. Buurman, Marc H. De
Baets, Pilar Martinez Martinez, and Mario Losen

J Immunol; published 2014, doi:10.4049/jimmunol. 1301555

Pieter Giesbertz, Jonas Hummel, Stan Gaj, Danyel Jennen,

Thomas Kelder, Chris Evelo, Joost van Delft, and

Jos Kleinjans. Creating and improving detoxification

pathways for interpretation of toxicogenomics data. Available
from Nature Precedings

GeneMapp approved Wikipathway: DNA damage response,
Jonas Hummel, 2009
http://wikipathways.org/index.php/Pathway: WP707

12.2. Prasentationen

12.2.1. Vortrage

2014

2013

Study group “Immunobiology of Viral Infections” 13" Workshop
.,PATHOGENITATSMECHANISMEN UND IMMUNKONTROLLE
VIRALER ERREGER in Bad Diirkheim, Deutschland

Jonas Hummel, Ulrike K&dmmerer, Elita Avota, Nora Miiller, Sibylle
Schneider Schaulies

HERYV env proteins act to suppress T-cell activation by interfering with DC
allostimulatory activity

8th Network Meeting of DFG research training groups GK1660, GK520 and
SFB685 in Obertrubach, Deutschland

Jonas Hummel, Ulrike K&dmmerer, Elita Avota, Sibylle Schneider-Schaulies
Human endogenous retroviruses as immune modulators in healthy and
impaired human pregnancie



12.2.2. Poster

2014

2014

2013

2013

2012

2012

2012

PUBLIKATIONEN UND PRASENTATIONEN = 122

24. Jahrestagung der Gesellschaft fiir Virologie in Alpbach, Osterreich
Jonas Hummel, Ulrike K&dmmerer, Elita Avota, Sibylle Schneider-Schaulies
Human endogenous retroviruses modulate T-cell expansion at the level of
DC activity rather than directly

9th Annual Meering Immunology Training Network of Tiibingen, Erlangen
and Wiirzburg in Kloster Schontal, Deutschland

Jonas Hummel, Ulrike K&dmmerer, Elita Avota, Sibylle Schneider-Schaulies
Human endogenous retroviruses modulate T-cell expansion at the level of
DC activity rather than directly

23. Jahrestagung der Gesellschaft fiir Virologie in Kiel, Deutschland

Jonas Hummel, Ulrike K&dmmerer, Sibylle Schneider-Schaulies

Human Endogenous Retroviruses as immune modulators in

healthy and impaired human pregnancies

IZKF Retreat Kloster Banz

Ulrike Kdmmerer, Sibylle Schneider Schaulies, Sabine Segerer, Franziska
Kohler, Jonas Hummel

Humane Endogene Retroviren (HERV) als Immunmodulatoren in gesunden
und gestorten Schwangerschaften

7th International Symposium by the Graduate School of Life Sciences
EPOS in Wiirzburg, Deutschland

Jonas Hummel, Ulrike K&dmmerer, Sibylle Schneider-Schaulies

Human Endogenous Retroviruses as immune modulators in healthy and
impaired human pregnancies

7th Annual Meering Immunology Training Network of Tiibingen, Erlangen
and Wiirzburg in Kloster Schontal, Deutschland

Jonas Hummel, Ulrike K&dmmerer, Sibylle Schneider-Schaulies

Human Endogenous Retroviruses as immune modulators in healthy and
impaired human pregnancies

IZKF Retreat Kloster Banz.

Ulrike Kdmmerer, Sibylle Schneider Schaulies, Sabine Segerer, Franziska
Kohler, Jonas Hummel

Humane Endogene Retroviren (HERV) als Immunmodulatoren in gesunden
und gestorten Schwangerschaften



DANKSAGUNG | 123

13. Danksagung

Mein besonderer Dank gilt
Prof. Dr. Sibylle Schneider-Schaulies fiir das Bereitstellen des interessanten Themas
und des damit verbundenen Vertrauens, der guten Betreuung und den hilfreichen

Diskussionen, sowie der Aufnahme in ihr tolles Laborteam.

Prof. Dr. Ulrike Kédmmerer fiir die Hilfe und Betreuung sowie Diskussionen wahrend
der Doktorarbeit.

Prof. Dr. Manfred Lutz fiir die Ubernahme des Drittgutachtens und die hilfreichen
Diskussionen.

Prof. Dr. Thomas Hiinig fiir Unterstiitzung und Diskussionen wéihrend der Seminare
des Graduiertenkollegs Immunmodulation.

Prof. Dr. Jiirgen Schneider-Schaulies fiir hilfreiche Diskussionen.

Dr. Elita Avota fiir die groBartige Hilfe im Projekt sowie Diskussionen, immer ein
offenes Ohr zu haben, viele gute Ratschldge und eine tolle Zeit im Labor.

Dr. Nora Miiller fiir die Hilfe am konfokalen Mikroskop und viele Diskussionen sowie
fiir die tolle Zeit im Labor.

meinen tollen Freunden/Kollegen im Labor und dort besonders Dr. Alice Rein,
Charlene Bortlein, Rebekka Springel, Belinda Aul, Eva Gschmack, Christiane Prifert, Sonja
Kern fiir eine unvergessliche Zeit und viel Spal3 bei der Arbeit.

Michaela Kapp fiir die Hilfe bei der Zytokinmessungen.

dem IZKF Wiirzburg fiir die Finanzierung des Projektes.

allen Mitgliedern des Graduiertenkollegs Immunmodulation und besonders Paula und
Bettina fiir die Organisation.

der Abteilung fiir Transfusionsmedizin der Universitit Wiirzburg fiir die
Bereitstellung der Leukozytendepletionsfiltern.

meinen Eltern, meinem Bruder Matthias und meiner Freundin Anne fiir die unendlich
groBBe Unterstiitzung und der Hilfe bei der Verwirklichung meiner Ziele.



LEBENSLAUF | 124

14. Lebenslauf



EIDESSTATTLICHE ERKLARUNG | 125

15. Eidesstattliche Erklarung

Affidavit

I hereby confirm that my thesis entitled "Human endogenous retrovirus envelope proteins
target dendritic cells to modulate T-cell activation" is the result of my own work. I did not
receive any help or support from commercial consultants. All sources and / or materials
applied are listed and specified in the thesis.

Furthermore, I confirm that this thesis has not yet been submitted as part of another
examination process neither in identical nor in similar form.

Place, Date Signature

Eidesstattliche Erklarung

Hiermit erkldre ich an Eides statt, die Dissertation "Hiillproteine endogener Retroviren
interferieren mit der allostimulatorischen Aktivitit dendritischer Zellen" eigensténdig, d.h.
insbesondere selbstindig und ohne Hilfe eines kommerziellen Promotionsberaters, angefertigt
und keine anderen als die von mir angegebenen Quellen und Hilfsmittel verwendet zu haben.

Ich erklére auBBerdem, dass die Dissertation weder in gleicher noch in dhnlicher Form bereits
in einem anderen Priifungsverfahren vorgelegen hat.

Ort, Datum Unterschrift



