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Zusammenfassung

Eine Vielzahl von Retroviren sind in der Lage, das Immunsystem des Wirtes durch
verschiedene Mechanismen zu beeinflussen. Die isu-Domane als ein Teil der
retroviralen TM-Proteine p15E (PERV, MuLV), sowie gp41 (HIV-1) beispielsweise, ist
in der Lage, die Zytokinexpression in PBMCs zu beeinflussen. So werden anti-
inflammatorische Zytokine, wie das Interleukin-10 (IL-10) verstarkt exprimiert. Die am
RKI entwickelten Proteinexpressionssysteme pOUT und tANCHOR wurden fir die
Expression der isu-Doméane in HEK293T verwendet. Das pOUT-System nutzt das
Signalpeptid der Gaussia princeps Luciferase zur Sekretion des pOUT-Proteins in
das Zellmedium. Das tANCHOR-System wiederum besteht aus dem Tetraspanin
CD82, dessen large extracellular loop (LEL) durch die isu-Domé&ne von PERV oder
HIV ersetzt wurde und diese somit auf der Zelloberflache prasentiert wird. Beide
Expressionssysteme beinhalten neben der isu-Sequenz einen Proteintag bzw.
Sequenz des mCherry Fluoreszenzproteins, die eine Detektion durch Western Blot-
Analyse und Fluoreszenzmikroskopie ermdglicht. Beide Methoden konnten eine
Expression des pOUT-, bzw. tANCHOR-Proteins belegen. Partikel des MuL-Virus
wurden durch Ultrazentrifugation pelletiert und durch Western Blot-Analysen
charakterisiert. Es konnten die virusspezifischen Proteine Gag, pl5E und gp70
nachgewiesen werden. Daneben wurden Exosomen der mit tANCHOR-Protein
transfizierten Zellen durch Ultrazentrifugation konzentriert und auf die Markerproteine
CD9 und CD81, sowie auf das CD82ALEL-isu-mCherry-Potein erfolgreich getestet.
Die Immunsuppression durch die isu-Domane sollte anhand einer IL-10-Induktion
untersucht werden. Die Exosomen, konzentriertes MulLV-Protein, pOUT-
sekretierende Zellen, sowie das durch kommerzielle His-Tag Dynabeads® isolierte
pOUT-Protein wurden auf IL-10-Induktion in isolierten PBMCs durch einen ELISA
untersucht. Das pOUT-Protein bewirkte keine IL-10-Induktion. Die Exosomen
transfizierter Zellen, sowie die MuLV-Partikel zeigten eine IL-10-Induktion, welche
sich von der Kontrolle aus dem Pellet von Exosomen uninfizierter, bzw. virusfreier
Zellen signifikant unterschied. Die aus mutierter isu-Domane bestehende Kontrolle
zeigte jedoch ebenfalls eine Induktion des Zytokins. Derzeit ist unklar, warum auch
die Mutanten in der isu-Domaéane IL-10 induzieren.



1 Einleitung

Die Immunsuppression durch Retroviren ist im Fokus vieler Forschungsarbeiten.
Retroviren, wie das humane Immunodefizienzvirus-1 (HIV-1) und viele Typ-D und
Typ-C Retroviren, wie das MuL-Virus, sind beispielsweise in der Lage, die
Proliferation verschiedener Zelltypen des Immunsystems zu hemmen, um so den
Schutzmechanismen des Wirtes durch das Immunsystem zu umgehen (Oostendorp
et al., 1993; Tacke, S. et al., 2000)). Der genaue Mechanismus, durch den die Viren
das Immunsystem des Wirtes beeinflussen, ist bis heute ein Schwerpunkt der
Forschung, wenn es um Heilungsmethoden fir das erworbene Immundefektsyndrom
(AIDS), oder auch die retrovirus-assoziierte onkogene Neoplasie geht. Die Tatsache,
dass nicht-infektiése Viruspartikel, wie HIV-1 oder das murine Leukamievirus (MuLV),
ebenfalls in der Lage sind, das Immunsystem des Wirtes zu beeinflussen, lasst
darauf schliel3en, dass virale Proteine moglicherweise eine direkte und wichtige Rolle
spielen (Denner, 1998). Hierbei steht ein in allen Retroviren mehr oder weniger stark
konservierter ~ Abschnitt  der  transmembranen  (TM)  Hullproteine, die
immunsuppressive (isu) Domane, im Mittelpunkt. Die Fahigkeit dieser, die
Proliferation von unter anderem T- und B-Zellen des humanen Blutes als Antwort auf
mitogene Substanzen zu hemmen, konnte bereits durch diverse Arbeiten belegt
werden (Cianciolo et al., 1988; Muhle et al., 2016).
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Abbildung 1: Sequenz der isu-Doméne der Viren MuLV, PERV und HIV-1 (verandert aus: Denner, 2014).

Retroviren sind RNA-Viren, die ihr Erbgut nach der Infektion einer Zelle in den
Zellkern einschleusen. Die Viren codieren in ihrem Genom fur das Enzym der
Reversen Transkriptase. Dieses schreibt die Virus-RNA in von der eukaryotischen
Zelle zur Proteinexpression verwendeten DNA um. Durch das virale Enzym Integrase
wird die umgeschriebene Virus-DNA in das Erbgut der Wirtszelle eingebaut (Chiu
and Davies, 2004). Die so infizierte Zelle produziert eine Vielzahl neuer Viruspartikel,
die durch ein Zusammenspiel verschiedener Proteine, wie dem Proteinkomplex
ESCRT, sowie Tetraspanine, in die Umgebung abgegeben werden (Thali, M., 2009).
Weitaus effizienter als die direkte Infektion einer Zelle durch infektiose Viruspartikel
ist in vitro jedoch eine Infektion durch den Zell-zu-Zell-Transfer-Mechanismus. Bei
der Akkumulation von Tetraspaninen, wie CD9 und CD63 an der sogenannten
virulogischen Synapse kommt es zu einer Kolokalisation des viralen Gag-Proteins,
des zellularen HIV-1-Rezeptors CD4, sowie notwendiger Korezeptoren, wie CCR5
(lvanusic et al., 2015). In dessen Folge bildet sich ein Zustand sogenannter
Hemifusion, in dem die &ulRRere Lipidmembranschicht beider Zellen miteinander
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verschmelzen, es aber zu keiner vollstandigen Zellfusion kommt (Symeonides et al.,
2014). Der letztendliche Prozess der Virustbertragung ist nicht abschlieRend geklart.
Eine Moglichkeit sei nach Do et al. (2014) die Ubertragung der Viren durch
Ausbildung einer filopodialen Briicke zwischen uninfizierter und infizierter Zelle. Des
Weiteren konnte eine Protein-Protein-Interaktion von CD63 und gp41 nachgeweisen
werden (lvanusic et al., 2014).

Neben der Virusubertragung durch Zell-zu-Zell-Transfer spielen extrazellulare
Vesikel eine wichtige Rolle. Eine Unterkategorie, die Exosomen, sind etwa 0,1 um
grol3e Lipidvesikel, die eine Rolle in der Zellverband-internen Kommunikation und
dem Transport spielen. Exosomen beinhalten neben Proteinen auch mRNA und
mMiRNA und sind in der Lage virale und antivirale Faktoren zu transportieren, da der
Inhalt der Exosomen dem der Mutterzelle ahnelt. Daneben enthalten Exosomen
infizierter Zellen infektioses virales Erbgut, das in der Lage ist, andere Zellen zu
infizieren (Nolte-'t Hoen et al., 2016). Auch eine Ubertagung des HIV-
Eintrittsrezeptors CD4 auf andere, nicht-konstitutiv-CD4-exprimierende-Zellen ist
maoglich (Madison and Okeoma, 2015). Sehr wahrscheinlich erscheint, dass die
Exosomen von Virus-infizierten Zellen auch die TM-Domane beinhalten, oder diese
maoglicherweise auf der Oberflache préasentieren. Die immunsuppressive Eigenschaft
der isu-Doméane konnte somit auf uninfizierte Zellen ausgebreitet werden, wie es
beispielsweise auch bei Exosomen onkogener Zellen, durch die Expression
immunsuppressiver Proteine auf der Exosomen-Oberflache der Fall ist (Ichim et al.,
2008).

Untersuchungen zur immunsuppressiven Eigenschaft der isu-Domane durch die
Induktion anti-inflammatorischer Zytokine sollen durch die Expression der Doméane
auf der Zelloberflache, sowie durch die Sekretion eines, die Doméane beinhaltendem
Protein verwirklicht werden. Die Konstrukte hierzu wurden von Dr. Daniel lvanusic
generiert und zur Verfugung gestellt. Es handelt sich um die Expressionsplasmide
tANCHOR und pOUT. Ersteres nutzt zur Oberflachenexpression das Tetraspanin
CD82, dessen large extracellular loop (LEL) durch die isu-Domane ersetzt wurde.
Das pOUT-Plasmid beinhaltet ein Signalpeptid des Tiefseefisches Gaussia princeps,
welches sich durch die hdchste bekannte Sekretionseffizienz auszeichnet (Trosse et
al., 2007). Die so exprimierten Proteine tANCHOR und pOUT besitzen des Weiteren
gewisse Proteintags. Der mCherry-Tag des tANCHOR-Proteins, sowie der V5-Tag
des pOUT-Proteins dienen in Analyseverfahren wie Western Blot-Analyse und
Immunfluoreszenz zum Nachweis.
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Retroviral insert
HIV-1 ISU WT 535 e LOARILAVERYLEDQQLLGIW ... 673
JQ975395.1
HIV-1 ISU MUT 535 .o GGGGILAVERGLKGQQLLGGW ... 673
PERV ISU WT AT cronsaiiis LONRRGLDLLFLKEGGLCVAL ..o 585
AY312520.1
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MULV ISU WT 458 .. LONRRGLDLLFLKEGGLCVAA . ... 566
Z GQ420673.1
MULV ISU MUT 458 ... LONRRGLDLLFLKRGGLCVAF ... 566

Abbildung 2: A:_Struktur des pOUT-Sekretionssystems. CMV: Promoter des Cytomegalovirus (CMV). Das
Signalpeptid zur Sekretion stammt aus dem Organismus Gaussia princeps. Die retrovirale Sequenz des
Hullproteins p15E (PERV, MuLV), bzw. gp41 (HIV-1) beinhaltet die isu-Domane. Anschliel3end besitzt das
Plasmid einen V5-, sowie einen 6xHistidin-Tag. B: Struktur des tANCHOR-Expressionssystems. Auf den
vorangehenden FLAG-Tag folgt die Sequenz des Tetraspanins CD82, dessen large extracellular loop
(LEL) zwischen den Restriktionsenzymen EcoRI und EcoRV durch die isu-Doméane von MuLV, PERV oder
HIV ersetzt wurde. Des Weiteren besitzt das Protein einen C-Terminalen mCherry-Tag. C: Darstellung der
Sequenzen der isu-Doméne der Viren HIV-1, PERV und MuLV. Aufgezeigt sind jeweils der Wildtyp (WT),
sowie die mutierte Sequenz. Die unterstrichenen Aminosauren weisen hierbei auf die durch Glycin
ausgetauschten Aminosauren hin.

1.1 Zielsetzung

In der Arbeit soll die Expression der isu-Doméane auf der Oberflache humaner Zellen,
sowie die Sekretion des Proteins in das umgebende Zellmedium verwirklicht und
analysiert werden. Zur rekombinanten Proteinexpression soll die Zelllinie HEK293T
verwendet und die Expressionsplasmide mittels des liposomalen
Transfektionsreagenzes Metafectene® transient transfiziert werden. Alternativ sollen
MuLV-Partikel durch Ultrazentrifugation des Zellkulturiiberstandes infizierter M. dunni
Zellen isoliert werden. Die mit pOUT-Vektor transfizierten Zellen, sowie isolierte virale
Partikel werden mittels ELISA auf die Induktion des Interleukins IL-10 getestet.

Des Weiteren soll die Lokalisation des CD82-Fusionsproteins auf der Oberflache von
Exosomen der mit tANCHOR-Plasmid transfizierten Zellen untersucht und ebenfalls
auf IL-10-Induktion getestet werden. Diese werden aus dem Zellkulturiiberstand von
mit tANCHOR-Plasmid transfizierten HEK293T-Zellen durch Ultrazentrifugation
pelletiert und mittels Western Blot-Analyse charakterisiert.



2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Verwendete Gerate

Bezeichnung

Analysenwaage AC211S
Bakterieninkubator Infors HT Ecotron
BioRad Mini Protean Tetra Cell
Duomax 1030 Schiittler
Eppendorf Zentrifuge 5810 R
Fluoreszenzmikroskop Axioskop
Konfokales Lasermikroskop
INTAS Chemocam
Lichtmikroskop ID0O3

LP 2200 P Waage

Mastercycler pro S

Megafuge 1.0 R
Mikrowellenherd HF 22023
MultiscanGo

NanoDrop ND-1000

Optima L-100K Ultrazentrifuge
PowerPac 300 Powersupply
ThermoStat plus
Tischzentrifuge minispin
TransBlot SD Semi-Dry Transfer Cell
Vortexer

Wasserbad GFL Typ 1013

Zellkultur Werkbank HERASafe

2.1.2 Chemikalien
Bezeichnung

Acrylamid
APS

Hersteller

Sartorius, Gottingen, Deutschland
Heraeus, Langenselbold, Deutschland
BioRad, Munchen, Deutschland
Heidolph, Schwabach, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Zeiss, Oberkochen, Deutschland
INTAS, Gottingen, Deutschland

Zeiss, Oberkochen, Deutschland
Sartorius, Gottingen, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Siemens, Munchen, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
PegLab, Erlangen, Deutschland
Beckmann Coulter, Krefeld, Deutschland
BioRad, Munchen, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
BioRad, Munchen, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Gesellschaft fur Labortechnik,
Deutschland

Heraeus, Langenselbold, Deutschland

Hersteller
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland



Ciprofloxacin
Gentamycinsulfat

L-Glutamin 200 mM

H2S04

HCI

Isopropanol

[3-Mercaptoethanol

Methanol

Penicillin/Streptomycin 100x Lésung

SDS

Stickstoff, flissig
TEMED

TRIS
Tween®-20
Tylosintartrat

2.1.3 Nahrmedien und Puffer
Bezeichnung

Blockierungslésung
Coating-Puffer ELISA

Coomassie Farbel6sung

DMEM
Entfarbel6sung
Elutionslosung Dynabeads®

FKS
1x HBS

1x Laufpuffer SDS-Gel

Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland

AppliChem GmbH,
Deutschland

Darmstadit,

Biochrom AG, Berlin, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

HyClone Laboratories,

Osterreich

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Linde, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland

Pasching,

Hersteller
8 % Magermilchpulver in dest. H20

0,1 M Natriumcarbonat pH 9,5, 0,713 %
(w/v) NaHCOs, 0,159 % (w/v) Na2COs3

0.25% Brilliant blue 250 G, 10%
Essigsaure, 45% Methanol

Robert Koch-Institut, Berlin, Deutschland
10 % Essigsaure, 20 % Ethanol

300 mM Imidazol, 50 mM
Natriumphosphat pH 8, 300 mM NacCl,
0,01 % Tween®-20

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

0,5 % HEPES, 0,8 % NaCl, 0,1 %
Dextrose, 0,37 % KCI, 0,0188 %
NazHPO4*7H20

mM Tris, 190 mM Glycin, 0,1 % SDS



2x Probenpuffer

RPMI-Medium

Sammelgel

(Zusammensetzung fur etwa 6 Gele)
1x TAE Puffer

TBF1-Ldsung

TBF2-Ldsung

Transferpuffer

Trenngel
(Zusammensetzung fur etwa 6 Gele)

0,05 % Trypsin/ 0,02 % EDTA (w/v)
2YT-Medium
Waschlésung Dynabeads®

100 mM Tris-HCI pH 6,8, 24 % Glycin, 8
% SDS, 10 % B-Mercaptoethanol, 0,02
% Coomassie Brillant Blue G250

Robert Koch-Institut, Berlin, Deutschland

21 mL H20, 5 mL 30 % Acrylamid, 3,75
mL TRIS-HCI pH 6,8, 150 pL 20 % SDS,
250 pL 10 % APS, 30 uL TEMED

40 mM Tris, 20 mM Essigsaure, 1 mM
EDTA

mM KOAc, 100 mM RbCI, 50 mM MnClz,
10 mM CacCl2

10 mM MOPS, 10 mM RbCI, 75 mM
CaClz, 15 % Glycerin

50mm  Tris, 40mm Glycin, 20%
Methanol, 0.03% SDS2530

225 mL 30 % Acrylamid, 11,25 mL
TRIS-HCI pH 8,0, 11,25 mL H20, 250uL
10 % APS, 30 uL TEMED

Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland
Robert Koch-Institut, Berlin, Deutschland

100 mM Natriumphosphat pH 8, 600 mM
NacCl, 0,02 % Tween®-20

2.1.4 Verwendete kommerzielle Kits und Reagenzien

Bezeichnung

Anti-goat Immunoglobulins/HRP
Anti-mouse Immunoglobulins /HRP
Anti-rabbit Immunoglobulins/HRP
BD OptEIA™ Set Human IL-10
BitNuclease

EndoFree Plasmid Maxi Kit
Invisorb© Spin Plasmid Mini Two Kit

Invisorb© Spin DNA Extraction Kit
Lysozym

Magermilchpulver
Metafectene® Pro

Hersteller

Dako Denmark A/S, Glostrup, Denmark
Dako Denmark A/S, Glostrup, Denmark
Dako Denmark A/S, Glostrup, Denmark
BD Biosciences, San Diego, USA
Bimake, Houston, USA

Qiagen, Venlo, Niederlande

Stratec Biomedical AG, Birkenfeld,
Deutschland

Stratec Biomedical AG, Birkenfeld,
Deutschland

Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland

Carl Roth Karlsruhe, Deutschland

Biontex Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland



Novex® Anti-V5 Antibody

Penta-His™ Antibody BSA-free

Pierce™ ECL Western Blotting Substrate
Rb mAb to CD9 (ab92726)

Rb mAb to TAPAL1 (ab109201
SuperScript™ [l Reverse Transkriptase
TAK-242

TMB Substrat Reagent Set

Ziegenseren (anti-Gag, anti-gp70, anti-
p15E)

2.1.5 Sonstige Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung
E. coli XL-1 Blue kompetente Zellen
Immobilon®-P 0,2 um Blotmembran

Nunc MaxiSorp™ flat-bottom ELISA-

Plate

Mini Protean® TGX™ 10% Acrylamid
SDS- Gel

Whatmanpapier (extra dick)
Zellkulturflasche

Zellkulturtestplatte 6well; 96well

2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultivierung

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Qiagen, Venlo, Niederlande

Thermo Fisher Scientific, Waltman, USA
Abcam, Cambridge, UK

Abcam, Cambridge, UK

Thermo Fisher Scientific, Waltman, USA
Takeda Pharmaceutical, Osaka, Japan
BD Biosciences, San Diego, USA
Robert Koch-Institut, Berlin, Deutschland

Hersteller

Stratagene, San Diego, USA

Merck, Darmstadt, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltman, USA

BioRad, Miinchen, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Tpp Techno Plastic Products AG,

Trasadingen, Schweiz

Tpp Techno Plastic Products AG,

Trasadingen, Schweiz

Fur die Experimente wurden die Zelllinien HEK293T und M. dunni verwendet und in
DME-Medium (Glucose-Gehalt 1 g/L) unter Zugabe von 10 % FKS, 40 pg/mL
Tylosin, 20 pg/mL von Ciprofloxacin und Gentamycin, sowie 2 mmol/L L-Glutamin
kultiviert. Alle Arbeiten wurden unter Sicherheitswerkbanken der Klasse I
durchgefthrt. Die Zellen wurden in einem Brutschrank bei 37 °C, 5 % CO2 und 90 %
Luftfeuchtigkeit kultiviert. Zum splitting der Zellen wurde das Medium verworfen und
die Zellen zweifach mit PBS gewaschen. Anschlieend wurde 3-5 mL 0,05 %
Trypsin/0,02 % EDTA-L6sung zugegeben und die Kulturflasche wurde bei 37 °C flr
einige Minuten in den Brutschrank gestellt, bis ein vollstdndiges Ablésen der
adharenten Zellen sichergestellt war. Mithilfe der Pipette, sowie maligem Klopfen
wurden die Zellen resuspendiert und etwa 1:10 in eine neue Kulturflasche gegeben.



Zu Versuchszwecken wurden die jeweiligen Zellen in eine 6-well Zellkulturtestplatte
ausgesat. Nach Erreichen von etwa 70-90 % Konfluenz wurde transfiziert.

Die fur den ELISA verwendeten PBMCs wurden in RPMI-Medium mit 10 % FKS,
sowie 2 mmol/L L-Glutamin und 100 pg/mL Penicillin/Streptomycin resuspendiert.

2.2.2 Transformation und Plasmidisolierung aus E. coli

Die Transformation des chemokompetenten E. coli Stammes XL-1 Blue erfolgte unter
Zugabe von etwa 5 ng DNA zum Bakterienaliquot und anschlielendem Hitzeschock
bei 42 °C fur 30 Sekunden. Nach Zugabe von 200 pL 2xYT-Medium wurden die
Zellen fir 30 Min. bei 37 °C inkubiert. Nachfolgend wurden 200 mL 2xYT-Medium mit
100 pg/mL Ampicillin versetzt und mit den Bakterien angeimpft.

Die Uber Nacht im Schittler bei 37 °C gehaltene Kultur wurde anschlielend bei
1500*g fur 20 Min. abzentrifugiert und die Plasmid-DNA mithilfe des EndoFree
Plasmid Maxi Kits nach Herstellerangaben isoliert.

2.2.3 Transfektion von HEK293T-Zellen

Zur Transfektion wurde das kommerzielle liposomale Transfektionsreagenz
Metafectene® Pro nach Herstellerangaben verwendet. Die zu transfizierenden
HEK293T-Zellen wurden in eine 6-well Plate ausgesat (1 x 106) und bei Erreichen
einer Konfluenz von etwa 70-90 % mit entsprechender DNA transfiziert. Dabei
wurden pro well 10-20 ug DNA eingesetzt. Die DNA wurde in 100 uL DMEM geldst
und anschlieBend mit einem Mix aus 20 uL Metafectene® Reagenz in 100 uyL DMEM
versetzt. Nach 20 Min. wurde der Transfektionsmix zu den im 6-well befindlichen
Zellen tropfenweise unter leichtem Schwenken gegeben.

Die  Transfektionseffizienz, sowie eine allgemeine  Untersuchung der
Oberflachenexpression des tANCHOR-Proteins wurde durch Transfektion der 293T-
Zellen mit von Dr. Daniel Ivanusic zur Verfiigung gestelltem pCMV-CD82-YFP-Vektor
(lvanusic, D. et al., unpublished), sowie dem tANCHOR-Plasmid pCMV-CD82ALEL-
isu-mCherry durchgefiuihrt. Bei ersterem handelt es sich um die Sequenz des nativen
Tetraspanins CD82, welches mit einem C-terminalen YFP-Tag versehen wurde. Die
Zellen wurden 24 h nach Transfektion unter einem konfokalen Lasermikroskop unter
Verwendung eines 63x/1.40 Ol-Objektives betrachtet. Fir die Emission des YFP
wurde ein 516-578 nm Filter, fur die des mCherry ein 578-696 nm Filter verwendet.

2.2.4 Isolierung des pOUT-Proteins aus Zelltiberstanden

Das pOUT-Protein besitzt einen C-terminalen His-Tag aus 6 Histidinen, der zur
Isolierung des Proteins herangezogen werden kann. Zur Isolierung des Proteins
wurden 6-12 mL Zelliberstand der transfizierten HEK293T 24 h nach der
Transfektion gesammelt und mit His-Tag Dynabeads der Firma Thermo Fisher
Scientific nach den Angaben des Herstellers behandelt. Bei den Dynabeads handelt
es sich um magnetische Metallkern-Kigelchen, die in der Lage sind, durch eine
aufgebrachte Beschichtung mit einem His-Tag versehene Proteine zu binden. Der
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Zelliberstand wurde in mehreren Schritten von je 2 mL zu den Beads gegeben und
fur etwa 20 Min. inkubiert. Zwischen den Inkubationsschritten wurden die Beads
mithilfe eines Magneten gebunden, sodass der Bead-freie Zellkulturiiberstand
abgenommen werden konnte. Zur Elution des gebundenen Proteins wurden die mit
Waschpuffer gewaschenen Beads mit 50 pL Probenpuffer versetzt und fir 5 Min. auf
98 °C erhitzt. Nach abschlie3endem kurzen Zentrifugationsschritt wurden 20 pL der
isolierten Proteine mittels SDS-Gel aufgetrennt.

Nach der Abnahme des Zelluberstandes wurden die Zellen eines 6-wells in 100 pL
unter Zugabe von 1 uL der BitNuclease der Firma biotool lysiert. Das Lysat wurde in
einem Reaktionsgefal3 anschliel3end ebenfalls fir 5 Min. auf 98 °C erhitzt und die
Proteine wurden anschlieBend mittels SDS-Gel aufgetrennt

Fur den IL-10-Assay wurden die Dynabeads nach der Proteinbindung nicht mit
Probenpuffer, sondern mit 50 pL sterilem, auf Endotoxin getestetes (Abb. 11) PBS
versetzt. 15 pL der Beadsuspension wurden in ein 96-well mit 3 x 10° PBMCs
gegeben.

2.25 SDS-Page und Western Blot

Fur die Elektrophorese wurden selbstgefertigte Gele mit einer Acrylamid-
Endkonzentration von 10 % im Trenngel verwendet. Die Proben, wie gewaschene
Dynabeads oder pelletierte Viruspartikel wurden in 2x Probenpuffer aufgenommen
und fur 5 Min. auf 95 °C erhitzt, bevor sie auf das Gel aufgetragen wurden. Als
Marker diente der PageRuler™ Prestained Protein Ladder (10-180 kDa) der Firma
Thermo Fisher Scientific. Die Elektrophorese wurde bei einer Spannung von 80-120
V durchgefihrt.

Fur den anschlielenden Western Blot wurde eine 0,2 pm PVDF-Membran
eingesetzt. Geblottet wurde fir 60 Min. bei einer Spannung von 15 V. Um eine
unspezifische Bindung des fir die Detektion eingesetzten primaren Antikdrpers zu
verhindern, wurde die Membran nachfolgend fir mindestens 60 Min. in 8 %
Milchpulver in PBS geblockt. Anti-V5 als primarer Antikdrper wurde 1:2000 verdinnt
eingesetzt. Hierzu wurde die Membran nach dem Blockieren mit etwa 4 mL des in
der Blocklésung verdiinnten Antikorpers in einer Plastikhille eingeschweil3t und fur
60 Min. bei RT auf dem Schuttler inkubiert. Es folgten zwei Waschschritte in PBS
unter Zugabe von 0,05 % Tween-20®, sowie einem weiteren in PBS. Abschlie3end
wurde die Membran mit Pierce™ ECL Western Blotting Substrate versetzt und das
Chemolumineszenz-Signal mithilfe einer ChemoCam der Firma INTAS ausgelesen.

2.2.6 Isolierung von PBMCs aus Buffy-Coat

Die Isolierung von Leukozyten erfolgte aus gelieferten Buffy-Coats des Deutschen
Roten Kreuzes e.V. Die Trennung der Bestandteile des Konzentrats beruht auf einer
Dichtegradienten-Zentrifugation. Hierfir wurden Leucosep Zentrifugationsrohrchen
der Firma Greiner Bio-one verwendet. Die Isolierung von PBMCs wurde nach den
Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Die Zentrifugationsrohrchen wurden mit
Separationsmedium, sowie in einem weiteren Schritt mit etwa 20-25 mL des Buffy-
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Coats beflllt. Nach Zentrifugation bei 1000*g fur 15 Min. konnte die Erythrozyten-
Fraktion geerntet werden. Restliche Erythrozyten wurden durch Zugabe von 10 mL
0,86 % Ammoniumchlorid-Lésung und Inkubation fir 30 Min. bei 37 °C im Inkubator
lysiert. Nach erneuter Zentrifugation wurde das Zellpellet zweifach mit PBS
gewaschen und zuletzt in einer entsprechenden Menge RPMI-Medium resuspendiert.
Die Zellzahl wurde mit einer Neubauer improved-Zahlkammer bestimmt und nach
folgender Formel berechnet:

Zellzahl  arithmetisches Mittel der Zellanzahl aus 4 Grofiquadraten
mL 10~*mL

Um sicherzustellen, dass die Induktion der Expression des IL-10 in PBMCs nicht auf
eventuelle LPS-Kontaminationen zuriickzufuihren ist, wurde jeder Analyt mit nativen,
sowie mit TAK-242 behandelten PBMCs versetzt. Das TLR-4 inhibierende TAK-242
verhindert hierbei die Aktivierung von PBMCs durch an den Rezeptor bindendes LPS
(Li et al., 2006; Takashima et al., 2009). Die Zellsuspension aus PBMCs in RMPI-
Medium wurde hierzu mit 10 pL TAK-242-Lésung pro mL Suspension versetzt und
fur 1 h bei 37 °C im Wasserbad inkubiert.

2.2.7 Isolierung von Viruspartikeln

Der Zellkulturiiberstand der mit MulL-Virus infizierten M. dunni Zellen wurde bei
1500*g fur 10 Min. abzentrifugiert, um Zellen und grobe Zellfragmente zu entfernen.
Das separierte Medium konnte anschlieend bei 31 000 rpm fir 3 h in 50 mL
Ultrazentrifugationsréhrchen der Firma Beckman Coulter unter Verwendung des
Rotors SW32 ultrazentrifugiert werden. Die so konzentrierten Viruspartikel jedes
Rohrchens wurden mit 100 pL PBS versetzt und Uber Nacht bei 4 °C gelagert.
Zusatzlich wurde im Anschluss ein weiterer Zentrifugationsschritt durch einen
Saccharose-Gradienten zur Reinigung der viralen Partikel durchgefuhrt. Das Pellet
der ersten Zentrifugation wurde hierbei in ein mit steril filtrierter 20 % Saccharose-
Ldsung in PBS gefillites 12 mL Zentrifugationsrohrchen der Firma Beckman Coultier
gegeben und erneut fir 3 h bei 41 000 rpm zentrifugiert. Das Pellet wurde
resuspendiert und in ein Reaktionsgefald tberfuhrt. Fur den IL-10 ELISA wurden
ohne anschlielende Saccharose-Zentrifugation isolierte Proben verwendet.

Zur Uberprifung der Infektion der Zellen mittels PCR wurde die im Pellet enthaltene
virale mRNA mit SuperScript™ Ill Reverser Transkriptase in cDNA umgeschrieben.
Die Verwendung richtete sich nach den Angaben des Herstellers. Es wurden 200 ng
F-MuLV_sense (AAGTCTCCCCCCGCCTCTA) und F-MuLV_antisense
(AAGTCTCCCCCCGCCTCTA) eingesetzt, welche spezifisch innerhalb des env-Gens
von MuLV (GenBank No: Z11128.1) binden. Es wurde je Ansatz 10 pL des
entsprechenden Pellets als Template eingesetzt. Die Inkubationszeit betrug 45 Min.
bei 50 °C. Es wurde ein Zweifachansatz je Probe angesetzt, ein Ansatz enthielt die
Reverse Transkriptase, im anderen wurde diese durch Wasser ersetzt (Kontrolle
ohne Reverse Transkriptase).
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Im Anschluss folgte eine PCR mit gleichem Primerpaar bei einer
Annealingtemperatur von 53 °C. Eingesetzt wurden 2 yuL des cDNA-Templates. Der
Ansatz wies ein Endvolumen von 20 pL auf. Nachfolgend wurden die Proben auf ein
1 % Agarose-Gel aufgetragen. Dem Gel wurde der Farbstoff GelRed™ hinzugefigt,
der sich in die DNA-Struktur einlagert und bei Anregung durch UV-Strahlung eine
detektierbare Fluoreszenz hervoruft. Die Gelelektrophorese wurde bei einer
konstanten Spannung von 80 V durchgefihrt.

2.2.8 Charakterisierung von isolierten MuLV-Partikel

Zur Bestimmung der Proteinmenge wurden die isolierten Partikel mit Probenpuffer
versetzt und die viralen Proteine mittels 10 %igem SDS-Gel aufgetrennt. Als
Standard zur Proteinmengenbestimmung wurden verschiedene Mengen an Lysozym
mitgefuhrt. Nach der Elektrophorese wurde das Gel in einer Coomassie-Lésung fur
etwa 20 Min. unter gleichmalligem Schwenken eingefarbt. Die anschlie3ende
Entfarbung mit Methanol/Acetat-Losung fand Uber Nacht bei RT auf einem Schiittler
statt.

Des Weiteren wurde eine Western Blot-Analyse der isolierten Partikel durchgefihrt.
Hierzu wurden Antiseren aus Ziegen, die mit dem Gag-, dem pl5E-, sowie dem
gp70-Protein des PERV immunisiert wurden, verwendet. Das goat-anti-Gag-Serum
wurde 1:100, das anti-gp70-Serum wurde 1:250 und das anti-p15E-Serum wurde
1:200 in 8 % Magermilchpulver in PBS verdinnt eingesetzt. Als sekundéarer
Antikdrper diente ein anti-goat HRP-Konjugat (Verdinnung 1:2000).

2.2.9 Isolierung und Charakterisierung von Exosomen

Zur Gewinnung von Exosomen wurden HEK293T-Zellen mit tANCHOR-Plasmiden
transfiziert. Nach 48 h wurde der Zellkulturiiberstand abgenommen und bei 3 000 g
fur 10 Min. zentrifugiert. AnschlieBend folgte ein Ultrazentrifugationsschritt bei
40 000 g fur 3 h unter Verwendung des Rotors SW41 Ti. Das entstandene
Exosomen-Pellet aus 6 mL Zelliberstand wurde in 60 pL Probenpuffer
aufgenommen und in ein Reaktionsgefald Uberfuhrt. Die Charakterisierung des
Pellets erfolgte durch Western Blot-Analyse. Eingesetzt wurden die AK rabbit-anti-
CD?9, rabbit-anti-CD81, sowie ein gegen das mCherry-Protein gerichteter Maus-AK in
einer Verdiinnung von 1:2000.

Zur Detektion der primaren AK diente ein anti-rabbit HRP-, bzw. anti-mouse HRP-
Konjugat, welche ebenfalls 1:2000 verdiinnt eingesetzt wurden.

2.2.10 Quantitative Bestimmung des Endotoxingehaltes

Die Bestimmung des Endotoxingehaltes der Proben wurde mithilfe des
kommerziellen Pierce LAL Chromogenic Endotoxin Quantitiation Kit der Firma
Thermo Fisher Scientific durchgefuhrt. Die Verwendung des Kits richtete sich nach
den Herstellerangaben. Der Test beruht auf der Aktivierung eines im Limulus-
Amoebozyten-Lysat (LAL) vorhandenen Enzyms, welches durch anwesendes

Endotoxin aktiviert wird. Das aktivierte Enzym setzt ein synthetisches Substrat in den
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gelben Stoff p-Nitroanilin um, dessen Absorption durch ein Photometer vermessen
wird.

Es wurden 50 pL der Proben und des im Kit enthaltenen Endotoxin-Standards in eine
96-well Mikroplatte gegeben. Nach kurzer Inkubation erfolgte die Zugabe von 50 pL
LAL. Nach 10-minutiger Inkubation bei 37 °C wurde 100 pL Substratlésung zu jedem
well gegeben und erneut fir 6 Min. inkubiert. Das Abstoppen der Reaktion erfolgte
durch die Zugabe von 50 pL 20 % Essigsaure. Anschlie3end konnte die Absorption
bei 405 nm in einem Photometer vermessen werden. Die abschlieBende Ermittlung
der Endotoxin-Konzentration (angegeben in EU/mL) erfolgte durch die Auftragung
der Absorptionswerte des Standards gegen die bekannte Konzentration.

2.2.11 Quantitative Bestimmung der IL-10 Freisetzung mittels ELISA

Die Induktion des anti-inflammatorisch wirkenden Zytokins IL-10 wurde mittels
ELISA-Methode untersucht. Verwendet wurde das kommerziell erhaltlicHEKit BD
OptEIA™ Set Human IL-10 der Firma BD Biosciences. Die Anwendung richtete sich
nach den Angaben des Herstellers.

Das Zellkulturmedium der im 6-well ausgesaten und mit den jeweiligen pOUT-
Plasmiden transfizierten HEK293T-Zellen wurde abgenommen und die Zellen
wurden zweifach mit PBS gewaschen, bevor pro well 2 mL RPMI-Medium
zugegeben wurden. Andere analysierte Proben wurden in entsprechender Menge
und Verdinnung in RPMI-Medium in eine 96-well Plate gegeben. In jedes 6-, bzw.
96-well wurden 3 x 10° PBMC pipettiert. Das Endvolumen eines 96-wells betrug 200
pL. Die mit Probe und PBMCs kokultivierten Platten wurden fur 24 h bei 37 °C und
5 % COz2 im Brutschrank inkubiert.

Die 96-wells einer Nunc MaxiSorp™ flat-bottom ELISA-Platte wurden tber Nacht mit
200 pL in Coating-Puffer 1:250 verdinntem ,capture-AK anti-human-IL-10 bei 4 °C
beschichtet. Nach dreifachem Waschen mit 0,05 % Tween-20® in PBS
(Waschlésung) konnten im Folgenden mdgliche freie Bindungsstellen der 96-well
Plate mit Blockierldsung (10 % FKS in PBS) fur 1 h bei RT geblockt werden, um eine
unspezifische Bindung des IL-10-Proteins, sowie sekundaren AKs an die
Plastikoberflache der wells zu verhindern. Nach erneutem dreimaligen Waschen
wurden 100 pL der Proben und Standards in die entsprechenden wells pipettiert. Als
Standard wurde das im IL-10 Kit enthaltene lyophilisierte IL-10-Protein verwendet.
Aus einer Stocklésung mit einer Konzentration von 500 pg/mL wurden serielle
Verdinnungen a 250, 125, 62,5, 31,2, 15,6 und 7,8 pg/mL angelegt. Des Weiteren
wurde als Kontrolle eine LPS-Verdinnungsreihe mitgefuhrt.

Nach 2 stindiger Inkubation bei RT und darauffolgendem fiinfmaligem Waschen
wurden zu jedem well 100 pL einer Mixtur aus in Blockierlésung 1:1000 verdinntem
anti-human-IL-10 als sekundarer AK, sowie 1:250 verdinnter Streptavidin-markierter
Meerrettich-Peroxidase gegeben und fur 1 h bei RT inkubiert. Es folgten sieben
Waschschritte. Anschliel3end wurden je well 100 uL TMB-Substratlésung der Firma
BD Biosciences zugegeben und die Platte im Dunkeln fur etwa 30 Min. gelagert.
Nach dem Abstoppen der Reaktion mit 50 pL 2N H2SOa4 konnte die Absorption bei
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einer Wellenlange von A=450 nm am MultiScan Go Photometer ausgelesen werden.
Im ELISA wurden je well einer Dreifachbestimmung 15 pL der isolierten, an die
Dynabeads gebundenen Proteinsuspension eingesetzt (siehe 2.2.4 Isolierung des
pOUT-Proteins). Daneben kamen 30 pL des in 100 pL resuspendierten MuL-
Viruspellets, sowie 10 pL des resuspendierten Exosomen-Pellets zum Einsatz.

Sollte der Einfluss von exprimiertem pOUT-Protein, sowie der MuLV-Partikel oder
Exosomen mithilfe eines ELISA untersucht werden, so wurde als Kontrolle
hitzeinaktivierte Probe mitgefuhrt. Das Protein wurde durch das 30-minitige Kochen
bei 98 °C denaturiert und somit biologisch inaktiviert. Da Pyrogene wie LPS
hitzebestéandig sind, kann somit der Einfluss des LPS auf die IL-10-Sekretion durch
PBMCs ermittelt werden (Gao et al., 2006).

3 Ergebnisse

3.1 Expression der pOUT- und der tANCHOR-Systeme

Die Analyse des pOUT-, bzw. tANCHOR-Systems wurde mittels Western Blot-
Analyse der Zellkulturiiberstdnde von pOUT-transfizierter Zellen, die Expression des
tANCHOR-Proteins durch konfokale Lasermikroskopie untersucht.

Das tANCHOR-System, als eines der zwei zur Expression der isu-Domane
verwendeten Proteinexpressionssysteme, bewirkt die Expression der isu-Doméane
auf der Zelloberflache von humanen Zellen. Hierbei wird das Tetraspanin-Protein
CD82 verwendet, welches als ubiquitéar exprimiertes Oberflachenprotein der
Tetraspanin-Familie unter anderem eine Rolle in der Motilitdt und Invasivitat von
Tumoren, sowie der Antigenprasentation von Zellen durch den MHC-Komplex spielt
(Fedor Berditchevski, 2013).

Die HEK293T-Zellen wurden mit den beiden Vektoren pCMV-CD82-YFP und pCMV-
CD82ALEL-isu-mCherry kotransfiziert. Zur Untersuchung der Transfektionseffizienz
und der Oberflachenexpression der tANCHOR-Proteine erfolgte eine separate
Anregung der Fluoreszenzproteine bei 514 (YFP), bzw. 543 nm (mCherry). Die
Emissionssignale des YFP und des mCherry-Proteins wurden detektiert und sind in
Abbildung 3 dargestellt.
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Abbildung 3: Proteinexpressionanalyse mittels cLSM. Links: Detektierte Fluoreszenz des mit YFP-
markiertem CD82-Proteins nach Anregung bei 514 nm. Mitte: Detektierte Fluoreszenz nach Anregung bei
543 nm. Filter: YFP: 516-578 nm; mCherry: 578-696 nm. Verwendetes Objektiv: 63x/1.40 Ol. Rechts:
Uberlagerung der beiden Fluoreszenzsignale und dem Transmissionskanal. CMV steht fur den
verwendeten Promoter des Cytomegalovirus (CMV). Lange der Mal3stabsbalken betragt 10 pum.

Bei Betrachtung der mit dem Vektor pCMV-CD82-YFP transfizierten Zellen lie3 sich
erkennen, dass das Protein dominant auf der Zelloberflache exprimiert wird, wodurch
die Zellbegrenzungen deutlich erkennbar sind. Die ebenfalls fluoreszierenden
Ausstulpungen der Zellen lassen darauf schlieRen, dass CD82 auch in den
Pseudopodien lokalisiert ist, wo es eine wichtige regulatorische Rolle bei der
Ausbildung der Plasmaausstulpungen spielt (Bari et al., 2011). Bei den vereinzelten
gelben Flecken und Punkten innerhalb der Zelle handelt es sich vermutlich um
Endosomen in sogenannten multivesikularen Kérpern, die der Proteinspeicherung
und dem Transport dienen (Piper and Katzmann, 2007).

Bei Anregung des Fluoreszenzproteins mCherry zeigt sich ein vergleichbares Bild.
Das CD82 befindet sich grofdtenteils innerhalb der Plasmamembran, jedoch lasst
sich im Vergleich zum YFP-markierten Protein eine vermehrte Lokalisation auch
innerhalb des Cytosols erkennen. Die Pseudopodien weisen ebenfalls eine
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Fluoreszenz auf, was besonders bei Betrachtung der Uberlagerten
Fluoreszenzsignale (merge) zu erkennen ist.

Zur Analyse der Sekretion des pOUT-Proteins durch die transfizierten Zellen wurden
die His-Tag Dynabeads mit dem Zelluberstand der entsprechend transfizierten Zellen
versetzt. Die Detektion des Proteins erfolgte anhand einer Western Blot-Analyse
unter Verwendung eines mouse-anti-V5 AKs (Abb. 4).

| Zelliberstand

Zelllysat

Abbildung 4: Western Blot-Analyse des durch His-Tag Dynabeads isolierten pOUT-Proteins transfizierter
HEK293T-Zellen. Aufgetragen wurden 20 pL des in 20 puL PP eluierten Proteins. Der mouse-anti-V5 AK
wurde in einer Verdinnung von 1:2000 eingesetzt. Zur Detektion diente ein 1:2000 verdiinntes anti-mouse
HRP-Konjugat. Als Kontrolle dienten untransfizierte Zellen. Die Detektion erfolgte Uber eine ECL-
Reaktion.

Das aus dem Zelliiberstand gewonnene Eluat zeigte deutliche Proteinbanden, die
etwa auf Hohe der 15 kDa Markerbande lagen. pOUT-PERV Wildtyp (WT) und
pOUT-MuLV Mutante (Mut) zeigten hierbei unter der ChemoCam das hdchste
Lumineszenz-Signal. Im aufgetragenen Zelllysat zeigten lediglich die mit pOUT-
PERV WT- und -PERV Mut-DNA transfizierten Zellen eine Proteinbande, welche
ebenfalls auf H6he von 15 kDa lag (Abb. 4). Die Kontrolle aus untransfizierten Zellen
zeigte weder im mit Dynabeads® behandelten Zelliberstand, noch im Zelllysat eine
Bande. Das pOUT-HIV-WT-Protein der sekretierenden Zellen konnte im
Zellkulturiberstand ebenfalls mittels Western Blot-Analyse nachgewiesen werden
(Abb. 5). Die Analyse liel3 im aufgetragenen pOUT-HIV Mut keine Proteinbande
erkennen. Es zeigte sich im Vergleich zu den pOUT-Proteinen des PERV und MuLV
eine erhohte Proteinmasse, die zwischen 25 und 35 kDa lag. Die Sequenz des gp41
von HIV-1 weist mehrere Modifizierungsstellen auf (GenBank No: P04578), wodurch
das Protein durch die mehrfache Glycosylierung ein erhohtes Molekulargewicht
aufweist (Abb. 5). Diese Glycosylierungsstellen sind im Hullprotein p15E von PERV
und MuLV nicht zu finden (GenBank No (MuLV-p15E): P03390).
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Abbildung 5: Western Blot-Analyse des isolierten Proteins aus dem Zellkulturiberstand von mit pOUT-
HIV-WT und Mut transfizierten 293T-Zellen. Aufgetragen wurden 20 pL des in 20 uL PP eluierten Proteins.
Es wurde ein 1:2000 verdinnter mouse-anti-V5, sowie ein 1:2000 verdiinntes anti-mouse HRP-Konjugat
eingesetzt. Die Detektion erfolgte mit einem ECL-Substrat.

Durch konfokale Lasermikroskopie und Western Blot-Analyse lieR sich die Effizienz
der Expressionssysteme untersuchen. Das tANCHOR-System bewirkt eine effiziente,
selektive Prasentation des Proteins auf der Zelloberflache. Die Sekretion des pOUT-
Systems konnte erfolgreich nachgewiesen werden. Das sekretierte MulLV- und
PERV-pOUT-Protein liel3 sich durch eine Western Blot-Analyse mit mouse-anti-V5
AK spezifisch detektieren.

3.2 Charakterisierung der MuLV-Partikel

Zur Uberpriufung der MuLV-Infektion der kultivierten M. dunni Zellen wurde die mRNA
aus dem Ultrazentrifugationspellet in cDNA umgeschrieben und anschlielend eine
PCR durchgefihrt (Abb. 6).
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Abbildung 6: 1 % Agarose-Gel der PCR-Reaktion in den pelletierten MuLV-Partikel. -RT: Pellet wurde nicht
mit Reverser Transkriptase versetzt. +RT: Probe wurde vor der PCR durch den Einsatz der Rev.
Transkriptase in cDNA umgeschrieben.

Durch die Zugabe des GelRed™ zum Agarosegel liel3 sich bei der nach der reversen
Transkriptase amplifizierten MuLV WT- und MuLV Mut-DNA unter der UV-Lampe ein
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ausgepragtes Fluoreszenzsignal detektieren. Die ohne vorherigen Reverse
Transkriptase-Schritt amplifizierte DNA (-RT-Kontrolle) lie3 bei MuLV WT und Mut
ebenfalls schwache Banden erkennen, die auf die Verunreinigung der Proben mit
zellularer DNA hinweist. Vergleicht man die Intensitat der Banden beider Ansétze, so
deuten die deutlich starker ausgepragten Fluoreszenzbanden (mit Reverser
Transkriptase behandelten Anséatze) auf einen positiven Nachweis viraler MuLV-
MRNA im konzentrierten Pellet des Zelliberstandes hin. Sowohl die M. dunni Zellen,
als auch die Kontrolle ohne eingesetztes Template zeigten kein Fluoreszenzsignal.

Die pelletierten Viruspartikel sollten ebenfalls durch eine Western Blot-Analyse
charakterisiert werden. Die mittels Ultrazentrifugation angereicherten MuLV-Partikel
wurden durch Western Blot-Analysen charakterisiert. Zur Abschatzung der
Proteinmenge der Pellets wurde Lysozym ausverdiinnt, im SDS-Gel aufgetrennt und
ebenfalls mit dem Farbstoff Coomassie gefarbt (Abb. 7).
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Abbildung 7: Coomassie-gefarbtes SDS-Gel. Aufgetragen wurden 5 pL der entsprechenden pelletierten
MuLV-Partikel, sowie verschiedene Lysozym-Mengen als Kontrolle.

Das eingefarbte Gel liel3 bei mit den MuLV infizierten, sowie den uninfizierten Mus
dunni-Zellen eine Bande etwas unter der 70 kDa Markerbande erkennen. Da diese
bei allen drei Proben gleichermal3en stark ausgepragt war, handelte es sich hierbei
vermutlich um restliches Serumalbumin. Des Weiteren waren bei MuLV WT und Mut
eine etwa 30 kDa grol3e Proteinbande ersichtlich. Bei den M. dunni Zellen besal3
diese ein etwas geringeres Molekulargewicht. Ein ahnliches Muster war bei den
etwas Uber 15 kDa liegenden Proteinbanden zu erkennen. Eine Abschatzung der
Proteinmenge anhand der Software ,ImageJ“ ergab fir das 30 kDa grol3e Protein
eine MuLV WT-Probenmenge von etwa 4,6 ug, der MuLV Mut-Probenmenge von
etwa 3,9 ug und eine Proteinmenge der M. dunni-Probe von etwa 1,8 pug.

Die Charakterisierung der MuLV-Partikel erfolgte durch Western Blot-Analysen unter
Nutzung verschiedener Ziegenseren gegen die Virusproteine Gag, p15E, sowie gp70
von PERYV, die kreuzreaktiv sind (Abb. 8).
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Abbildung 8: Western Blot-Analyse der durch Ultrazentrifugation bei 31 000 rpm pelletierten MuLV-
Partikel mittels Ziegenseren gegen PERV-Gag, -gp70, sowie -pl5E. Die Antigene wurden in drei
unterschiedlichen Blots nachgewiesen. Die Antiseren wurden in folgender Verdinnung in 8 %
Milchpulver in PBS eingesetzt: anti-PERV-Gag: 1:100; anti-PERV-gp70: 1:250; anti-PERV-p15E: 1:200. Die
Detektion erfolgte Giber eine ECL-Reaktion.

Die mit anti-PERV-gp70 inkubierte Membran zeigte bei MuLV WT und MuLV Mut
eine Bande auf Hohe der 70 kDa Markerbande. Unter dieser, liel3en sich bei beiden
Proben eine relativ schwach ausgepragte Bande eines Proteins mit etwas kleinerem
Molekulargewicht erkennen. Die M. dunni Zellen zeigten keine Banden. Die
Kreuzreaktivitat der gegen PERV-Antigene gerichteten AK mit denen des MuLV zeigt
sich auch beim Gag-Protein des MuLV. MuLV WT und Mut lieBen beide beim Einsatz
des anti-PERV-Gag AK zwei Banden, auf Hohe von 60 kDa und 40 kDa, erkennen.
Auch die uninfizierten Mus dunni Zellen wiesen eine etwas schwacher ausgepréagte
Bande auf der Hohe von 60 kDa auf. Es konnte jedoch keine 30 kDa Proteinbande
detektiert werden. Auf Hohe von etwa 15 kDa zeigten die M. dunni Zellen eine
weitere Bande.

Durch Inkubation der Membran mit gegen PERV-p15E gerichtetem Antikérper wurde
bei den mit MuLV WT, sowie den M. dunni Zellen eine Doppelbande sichtbar, deren
obere auf Hohe der 15 kDa Markerbande lag. Bei der Probe mit MuLV Mut konnte
kein Signal bei der Inkubation mit anti-PERV-p15E detektiert werden.

Anhand der Durchfiihrung einer PCR mit der cDNA des ultrazentrifugierten Pellets
aus Zelliberstanden konnte die Infektion von M. dunni-Zellen mit dem MuL-Virus
erfolgreich nachgewiesen werden. Ein etwa 30 kDa grof3es Virusprotein ergab bei
einer abschatzenden Proteinmessung einen Gesamtgehalt im Gel von 4,6 ug bzw.
3,9 ug bei 5 pL auf das Gel aufgetragenem Probenvolumen. Durch gegen die
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Virusproteine gp70, Gag, sowie pl15E AK konnten die im Ultrazentrifugationspellet
des Zelliberstandes infizierter Zellen befindlichen MuL-Viren charakterisiert werden.

3.3 Detektion und Charakterisierung der Exosomen

Die isolierte Exosomenfraktion transfizierter HEK293T-Zellen wurde durch Western
Blot-Analysen auf das Vorhandensein des mCherry-getagten tANCHOR-Proteins
getestet. Der Zelliberstand der mit tANCHOR-Plasmid transfizierten Zellen wurde
zur Gewinnung der Exosomen bei 40 000 rpm zentrifugiert. Das tANCHOR-Protein in
den Exosomen wurde durch eine Western Blot-Analyse mittels eines anti-mCherry
AK nachgewiesen (Abb. 9).

Das mCherry-Signal war in dem Pellet des pelletierten Zellkulturiiberstandes nur
geringfugig erkennbar. In allen Ansétzen lie3en sich jedoch Proteinbanden erkennen.

Zelliiberstand Zelllysat

mouse-
anti-mCherry

| rabbit-
: anti-CD9

| rabbit-
| anti-cps1

Abbildung 9: Western Blot-Analyse des ultrazentrifugierten Zellkulturiberstandes mit tANCHOR
transfizierten HEK293T-Zellen. Der mouse-anti-mCherry AK wurde 1:1000 in 8 % Milchpulver in PBS
verdinnt eingesetzt. Als Sekundéarantikdrper diente ein anti-mouse HRP Konjugat. Der anti-CD9 AK,
sowie der anti-CD81 AK wurden 1:2000 verdiinnt eingesetzt. Hier diente zur Detektion ein anti-rabbit HRP
als sekundérer AK. Die Detektion erfolgte Uiber eine ECL-Reaktion.

Die Banden des HIV WT und PERV WT zeigten hierbei das starkste Signal. Es
lieBen sich in allen Proben eine Bande auf Hohe von 55 kDa erkennen. Das
Zellpellet wies deutlich starker ausgepragte Banden auf. Ahnlich wie im
Zelluberstand der mit pCMV-CD82ALEL-PERV-WT-mCherry transfizierten
HEK293T-Zellen zeigten sich auch hier in allen Ansatzen eine Bande auf Hohe von
55 kDa.

Bei der Anwendung eines rabbit-anti-CD9 AK zeigten sich sowohl im Zelluberstand,
als auch im Lysat deutliche Proteinbanden etwa auf Hohe der 25 kDa Markerbande.
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Im Zelllysat war oberhalb der 25 kDa eine weitere, schwacher ausgepragte Bande
ersichtlich. Die Inkubation mit rabbit-anti-CD81 zeigte ebenfalls deutliche Banden,
deren Protein die gleiche Masse, wie das der anti-CD9 Banden aufwies.

Die Tetraspanin-Proteine CD9 und CD81 dienen, besonders neben CD63, als
Markerproteine fir Exosomen (Andreu et al., 2014). CD9 und CD81 liel3en sich im
Pellet des zentrifugierten Uberstands der mit tANCHOR-transfizierten HEK293T
ebenso wie das Protein CD82ALEL-HIV-, bzw. CD82ALEL-PERV-mCherry durch
eine Western Blot-Analyse nachweisen.

3.4 Analyse des Endotoxingehaltes in den Proteinproben

Da auch Pyrogene, wie LPS, eine Expression von IL-10 hervorrufen, ist die Analyse
der Proben auf mdgliche LPS-Kontaminationen fir die Zuordnung der
immunsupressiven Eigenschaft zum exprimierten Protein essentiell. Zur Bestimmung
des Endotoxingehaltes wurde das kommerzielle Pierce™ LAL Chromogenic
Endotoxin Quantitation Kit der Firma Thermo Fisher Scientific verwendet. Die
Bestimmung des Endotoxin-Gehaltes aus den Absorptionswerten erfolgte durch eine
Standardkurve (Abb. 10).
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Abbildung 10: Standardkurve zur Berechnung des Endotoxin-Gehaltes. Dargestellt ist das arithmetische
Mittel einer Doppelbestimmung, sowie die Standardabweichung als Fehlerbalken.
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Die durch das Saccharose-Kissen gereinigten Viruspartikel zeigten eine starke
Kontamination mit Endotoxin (Abb. 11). Das getestete PBS zeigte ein nur sehr
geringfugiges Signal, wohingegen die Saccharose-Ldsung deutlich mehr Endotoxin
enthielt. MuLV WT-, Mut- und M. dunni-Partikel unterschieden sich im Endotoxin-
Gehalt nur gering, wobei M. dunni-Partikel die niedrigsten LPS-Kontaminationswerte
aufwiesen.

Die ohne anschliel3enden Reinigungsschritt durch die Saccharose-Losung isolierten
Partikel zeigten hierzu im Vergleich deutlich verringerte Endotoxin-Werte (Abb. 12).
Dieser war im Vergleich zum Endotoxin-Gehalt der 2 pL M. dunni-Probe auf etwa 1/7
reduziert.
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Abbildung 11: Ergebnis des LAL-Tests zur Detektion bakterieller Endotoxine. Die Ermittlung des
Endotoxin-Gehaltes wurde mithilfe der Standardkurve (Abb. 10) durchgefiihrt. Dargestellt sind die
Endotoxin-Gehalte des Testansatzes. Dargestellt ist das arithmetische Mittel einer Dreifachbestimmung.
Dargestellte Fehlerbalken stellen die Standardabweichung dar. Die Beschriftung der Proben beinhaltet
das im Test eingesetzte Probenvolumen.
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Abbildung 12: Ergebnisse des LAL-Tests der ohne nachfolgenden Saccharose-Zentrifugation pelletieten
Viruspartikel. Es wurde ein Probenvolumen von 2 pL eingesetzt. Aufgetragen ist das arithmetische Mittel
einer Doppelbestimmung. Die LPS-Standards wurden in Einfachbestimmung getestet.

3.5 IL-10-Induktion durch die isu-Doméane

Die Induktion des Zytokins IL-10 in PBMCs durch die isu-Doméane der Viren HIV,
PERV und MuLV wurde unter Verwendung eines ELISAs gemessen.

Zusétzlich zu den das pOUT-Plasmid sekretierenden HEK293T-Zellen wurden im
ELISA das durch die Dynabeads isolierte pOUT-Protein fur einen direkten Test
eingesetzt. Des Weiteren wurden isolierte Exosomen der mit tANCHOR-Plasmid
transfizierten Zellen verwendet. Diese trugen einen CD82 Tetraspanin-Anker auf der
Oberflache, dessen LEL um die isu-Domane der Viren erweitert wurde. Die isolierten
MuLV-Partikel wurden ebenfalls auf die Induktion von IL-10 getestet.

Die pOUT sekretierenden Zellen lieBen im ELISA keine IL-10-Induktion erkennen
(Abb. 13). Das isolierte und gereinigte pOUT-Protein zeigte bei Vergleich mit den mit
Uberstand untransfizierter Zellen behandelten Dynabeads ebenfalls keine IL-10-
Induktion. Die Hitzeinaktivierung des an die Beads gebundenen Proteins bei 98 °C
zeigte keinen Unterschied in der IL-10-Induktion. Dies konnte ebenfalls mit TAK-242-
inkubierten PBMCs beobachtet werden.

Die durch Ultrazentrifugation pelletierten Exosomen der mit tANCHOR-Plasmid
transfizierten Zellen zeigten vergleichsweise stark erhdhte IL-10-Werte von bis zu
46,9 pg/mL. Zu erkennen war jedoch, dass dass die PERV Mut im Vergleich zum WT
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mehr IL-10 zu induzieren schienen. Bei HIV war dies nicht der Fall. Die CD82ALEL-
PERV-isu WT prasentierenden Exosomen zeigten im ELISA keine IL-10-Induktion,
da diese sich, im Gegensatz zu den anderen verwendeten Exosomen-Proben, nicht
von dem aus Zelliberstand untransfizierter Zellen gewonnenen Pellet unterschied.
Fur eine abschliellende Interpretation der Ergebnisse ist eine Ermittlung des
Proteingehaltes der verschiedenen Proben von noten, da die Western Blot-Analyse
eine unterschiedliche Proteinkonzentration zwischen den vier Proben erkennen liel3
(Abb. 9).

Isolierte MuLV-Partikel zeigten im ELISA eine relativ starke Induktion des IL-10 in
PBMCs (Abb. 14). Die IL-10-Konzentrationen der Probenansatze erreichten Werte
von bis zu 200 pg/mL. Die fur den ELISA der MuLV-Partikel verwendeten PBMCs
entstammten jedoch aus Buffy-Coat eines anderen Spenders. Die ermittelte IL-10-
Konzentration des mit MuLV WT versetzten Ansatzes unterschied sich nicht von den
mit der Mutante behandelten PBMCs. Beide Ansatze zeigten bei einem Vergleich mit
dem mit Pellet des Uberstandes der M. dunni-Zellen versetzten Ansatz jedoch eine
erhohte IL-10-Konzentration.
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Abbildung 13: Ergebnis des IL-10 Assays mit exprimierten isu-Proteinen. Getestet wurden neben den pOUT-Protein sekretierenden HEK293T-Zellen das, isolierte pOUT-
Protein, sowie die Exosomen der mit pCMV-CD82ALEL-isu-Plasmid transfizierten Zellen. ,Nativ“: unbehandelte Probe wurde eingesetzt; ,,TAK-Kontrolle“: Die mit
entsprechender Probe versetzten PBMCs wurden mit dem TLR-4-Inhibitor TAK-242 behandelt; ,hitzeinaktiviert“: Die Probe wurde fiir 5 Min. bei 98 °C hitzeinaktiviert. Als

Kontrolle diente ein LPS-Standard unterschiedlicher Konzentration.
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Abbildung 14: Ergebnis des IL-10 Assays mit eingesetzten MulLV-Partikeln. Eingesetzt wurden 30 pL der in 100 pL resuspendierten Pellets aus 50 mL
Zellkulturiberstand. Als Kontrolle wurde ein LPS-Standard eingesetzt. ,nativ‘: Proben wurden unbehandelt eingesetzt; ,hitzeinaktiviert“: Proben wurden vor dem
Einsatz fir 5 Min. bei 98 °C hitzeinaktiviert.
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4 Diskussion

4.1 Gelungene Expression der isu-Doméne in beiden Systemen

Die isu-Domane wurde durch die Expressionssysteme tANCHOR und pOUT zum
einen auf der Zelloberflache von HEK293T-Zellen prasentiert, zum anderen in das
umgebende Zellmedium sekretiert. Aufnahmen mit dem konfokalen Lasermikroskop
zeigten eine deutliche mCherry-Fluoreszenz an den Zellbegrenzungen. Das
Uberlagerte Signal der Fluoreszenzproteine CD82-YFP und CD82ALEL-mCherry liel3
kaum Unterschiede erkennen. Die Veranderung der Tetraspaninstruktur schien
keinen relevanten Einfluss auf die Oberflachenexpression zu besitzen. Mdgliche
Unterschiede in der Starke des Fluoreszenzsignals von YFP und mCherry sind auf
die Unterschiede in der Helligkeit des abgestrahlten Lichtes zurickzufuhren.

Western Blot-Analysen des sekretierten pOUT-Proteins zeigten deutliche Banden,
sowohl bei der Analyse des Zelllysats, als auch des Zelliberstandes. Das pOUT-HIV-
Mut-Protein lieR sich durch einen Western Blot nicht nachweisen (Abb. 5). Ob dies
durch eine erfolglose Transfektion, eine zu geringe Proteinkonzentration, oder eine
ungentgende Bindung durch die Dynabeads® auftrat, bleibt zu klaren. Auffallig war,
dass die Zelllysate der mit pOUT-PERV WT und Mut transfizierten Zellen bei
Inkubation mit mouse-anti-V5 AK intensive Proteinbanden zeigten, die im pOUT-
MuLV-WT- und -Mut-Lysat nicht ersichtlich waren. Ein Alignment der Sequenz des
transmembranen Hullproteins p15E von PERV und MuLV zeigt neben weitgehender
Ubereinstimmung besonders zwischen den AS 113 und 118 markante Unterschiede
(Abb. 15). Erkennbar ist, dass die AS Gluiis, Gluiis, Lysiie und Pheiis des MuLV-
p15E Proteins durch vier Arginine in der p15E-Sequenz des PERV ersetzt sind.

p15E PERV ] MGVEVLFALICIAVAEAEFOLLITGPOQOLEKGLSNLHRIVTEDLOALEKSVSNLEESLTS
p15E MulV 1 MGVEVLFALICIAVAEAEFQL--TTALVATQOFOQOLHAAVODDLKEVEKSITNLEKSLTS
b b i b i I I i * * Kk * * * * Kk Kk * kK * %k Kk ok
pl5E PERV 61 LSEVVLONRRGLDLLFLKEGGLCVALKEECCFEYVDHSGA l.f.(]'JSMf"»KJJRE‘H.\‘H{ J-'\H}.{."{J'J}.{I':!\
pl3EMulV | 59 LSEVVLONRRGLDLLFLKEGGLCAALKEECCEFYADHTGLVRDSMAKLRERLSQRQKLFES
kAhkdk kA hAhdhAdrhAhAdrhAhbrhbhhhhh R * & * E i L * *

plSEPERV [121 DQGWFEGWEN--IDFGKPIPNPLLGLDSTPGHHHHHHHM
p1SEMulV (119 SQGWFEGWENRSIDFGKPIPNPLLGLDSTPGHHHHHHHM

kok ok ok ok ok ok ok ok LR R R R R R EEEEEEEEE SRS E S

Abbildung 15: Alignment der pl5E-Proteinsequenz von PERV und MulLV. Die Sternchen markieren
Ubereinstimmungen in der Sequenz zwischen beiden Viren, eine Licke deutet auf
Unstimmigkeiten hin. Rot markiert ist die Arg-reiche Region des p15E von PERV.

Die Repetition von Arg-Aminosauren innerhalb eines kurzen Proteinabschnittes ist
vergleichbar mit denen der Arginin/Serin-reichen Proteinfamilie, die haufig im
Nukleus lokalisiert als Protein-splicing Faktoren wirken (Isshiki et al., 2006; Manley
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and Krainer, 2010). Durch die Sequenzhomologie des Arg-reichen
Proteinabschnittes zwischen PERV-p15E und den splicing-Faktoren kdnnte es zu
einer unvollstandigen Sekretion des pOUT-PERV-Proteins kommen.

4.2 Infizierte M. dunni-Zellen produzieren Viruspartikel

Der Zelluberstand potentiell mit MuLV infizierter M. dunni-, sowie uninfizierter Zellen
wurde gesammelt und die Viruspartikel wurden durch Ultrazentrifugation pelletiert.
Das Pellet wurde zur Detektion der sekretierten Viruspartikel mit reverser
Transkriptase behandelt und die cDNA anschliel3end durch eine PCR amplifiziert.
Die durch den Fluoreszenzfarbstoff GelRed™ gefarbten DNA-Banden des
Agarosegels wiesen auf im Pellet vorhandene Viruspartikel hin. Die verwendeten
Primer amplifizierten spezifisch einen Teil des env-Gens des MuL-Virus (Abb. 6).

Mittels Western Blot-Analysen der Viruspartikel konnten die Virusproteine Gag, p15E
und gp70 nachgewiesen werden. Die Inkubation mit goat-anti-gp70 und goat-anti-
pl5E AK ergab zwei Banden. Hierbei kbnnte es sich um die Virusproteine gp85,
gp70, bzw. p15E und pl2E handeln (Abb. 8). Aufféllig ist die Expression des Gag-
Polyproteins (60 kDa), sowie dessen Untereinheit, dem Matrixprotein p15, durch
uninfizierte M. dunni-Zellen, die auf im Genom der Zellen vorhandenen endogenen
Viren zurickzufihren sind. Das Genom der Maus besteht bis zu 10 % aus
endogenen Retroviren, die sich im Laufe der Evolution durch eine Infektion in das
Genom einbauten (Stocking et al., 2008).

Auch das virale p15E konnte durch einen goat-anti-p15E AK im Uberstand der M.
dunni-Zellen detektiert werden. Die Expression des Virusproteins durch immortale,
jedoch nicht mit Virus infizierten Zelllinien der Maus ist bereits mehrfach berichtet
(Schmidt et al., 1988). Die Expression des pl15E fuihrte zu Tumorwachstum in vivo in
proliferationsunfahigen MCA205 und CL8.1 Mauszellen in immunkompetenten
Méausen (Mangeney et al.,, 1998), was auf die immunsuppressive Eigenschaft des
TM-Proteins zurtckzufuhren ist.

Die Inkubation mit goat-anti-Gag AK ergab neben dem Precursor-Protein eine
weitere Bande auf Hohe der 40 kDa Markerbande. Laut Nitta et al. (2011), codiert
das MuLV-Genom fir zwei Formen des Gag-Polyproteins. Neben der 60 kDa grol3en
Einheit, existiert eine gylcosylierte Form mit einer Grof3e von 80 kDa, die beide aus
derselben unspliced mMRNA gebildet werden. Das mit gPr80(Gag) benannte Protein
wird in zwei Untereinheiten von 55 und 40 kDa geschnitten. Bei den detektierten
Proteinbanden kénnte es sich somit um die geschnittenen Untereinheiten des
glycosylierte Gag-Precursors handeln.

Das TM-Protein p15E lieR sich im Uberstand der mit MuLV WT infizierten Zellen
nachweisen, zeigte im Uberstand der MuLV Mut sekretierenden M. dunnis
unerwarteter weise jedoch nur eine sehr schwach ausgepréagte Bande (Abb. 8). Zur
Uberpriifung der MuLV-Sequenz des WT und der Mut wurde eine Sequenzierung
vorgenommen (lvanusic et al., Daten nicht gezeigt). Durch ein Epitop-mapping des
eingesetzten goat-anti-pl5E AK konnten zwei verschiedene Bindungsstellen im
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Protein PERV-p15E ermittelt werden, die mit E1 und E2 gekennzeichnet wurden
(Kaulitz, D. et al., 2011). Das Epitop E1 befindet sich in der fusion peptide proximal
region (FPPR), das Epitop E2 in der membrane proximal external region (MPER) und
wird deswegen auch als MPER-Epitop bezeichnet. Das p15E Fusionsprotein des
MuLV weist ebenfalls das Epitop E2 auf. Es besitzt die Sequenz FEGWFN (Abb. 16).

isu-Domane MPER-Epitop
WT LONRRGLDLLFLKEGGLCAALKEECCFYADHTGLVRDSMAKLRERLSQRQKLFESSQGWFEGWENRS

MUT LONRRGLDLLFLKRGGLCAFLKEECCFYADHTGLVRDSMAKLRERLSQRQKLFESSQGWFEGWENRS

Abbildung 16: Sequenzausschnitt des pl5E Proteins von MulLV. Gegentibergestellt sind die beiden
Sequenzen des MuLV WT und der MuLV Mut (MUT). Die isu-Doméane ist grun hinterlegt. Die im WT und
der Mut abweichenden Aminosauren sind fett und unterstrichen gekennzeichnet Das Epitop des
neutralisierenden goat-anti-PERV-p15E AK befindet sich zwischen den Aminosduren Leu7 und Glyis der
isu-Domane. Das Epitop E2, oder auch MPER-Epitop, ist blau hinterlegt und mit fetten Buchstraben
gekennzeichnet.

Zusatzlich beschreiben Kaulitz, D. et al. (2011) ein weiteres Epitop des goat-anti-
PERV-p15E, welches sich innerhalb der isu-Domane befindet und die Sequenz
LDLLFLKEG aufweist. Die zwei vom MuLV WT abweichenden Aminosauren der
MuLV Mut kénnten hierbei ein vermindertes Binden des goat-anti-PERV-p15E an die
isu-Sequenz hervorrufen. Der somit erschwerte Nachweis des MuLV-p15E durch den
in der Western Blot-Analyse verwendeten goat-anti-PERV-p15E AK koénnte die
schwache Intensitat der p15E-Bande des aufgetragenen MuLV Mut-Proteins erklaren
(Abb. 8).

4.3 Exosomen enthalten tANCHOR-exprimierte Proteine

Die Isolierung der Exosomen der mit tANCHOR-System transfizierten HEK293T
erfolgte durch Ultrazentrifugation des Zelliiberstandes. Der Nachweis mittels Western
Blot-Analysen ergab deutliche Proteinbanden bei Inkubation mit rabbit-anti-CD9 und
-anti-CD81. Die transfizierten HEK293T wiesen eine starke Expression des
tANCHOR-Proteins auf, was durch die Western Blot-Analyse des Zelllysates unter
Einsatz eines gegen den Proteintag mCherry gerichteten AKs nachgewiesen werden
konnte (Abb. 9). Im Exosomen-Pellet des Zelliberstandes konnte das mit mCherry
getagte CD82ALEL-Protein ebenfalls nachgewiesen werden. Bei der Western Blot-
Analyse des Uberstandes der mit pCMV-CD82ALEL-HIV Mut-, sowie pCMV-
CD82ALEL-PERV Mut-mCherry transfizierten Zellen wurde nur ein geringflgiges
Chemolumineszenz-Signal detektiert. Da Proteinfusionen mit dem mCherry-Tag
jedoch anféallig fur Abbauvorgange sind, kdnnte der Nachweis des Proteins durch den
Tag fehleranfallig gewesen sein.

Es zeigte sich, dass die tANCHOR-Proteine nicht nur auf der Oberflache von Zellen
zu finden waren, sondern sich auch in und auf den Exosomen nachweisen liel3en
(Abb. 9). Die Anreicherung von Tetraspaninen in Exosomen ist durch das Membran-
budding von Tetraspanin-enriched microdomains (TEM) erklarbar, die eine
vermittelnde Rolle im Mechanismus des budding spielen (Hurley, J. et al., 2010). Die
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Biogenese von Exosomen beginnt durch die Einstilpung der Plasmamembran ins
Zellinnere, durch die zunachst frihe Endosomen entstehen, die durch weitere
Einstilpungen der Endosomen-eigenen Plasmamembran multivesikulare Koérper
bilden (Zhang, B. et al., 2014). Durch das budding der Zellmembran in den TEM und
die daraus resultierende Endozytose der friihen Endosomen kann es zu einer
Aufnahme von Tetraspaninen durch die Endosomen kommen, wodurch sich diese in
den Exosomen wiederfinden liel3en.

4.4 Saccharose als Quelle der Endotoxin-Kontamination

Zur Uberprifung auf mogliche Endotoxin-Kontaminationen der MuLV-Pellets wurde
ein LAL-Test durchgefihrt. Die Bestimmung des Endotoxin-Gehaltes beruht hierbei
auf der Absorptionsmessung der Proben und eines Standards, wodurch der Gehalt
an Endotoxin berechnet werden kann.

Die MuLV-Partikel wurden anhand eines zweiten Ultrazentrifugations-Schrittes durch
eine 20 % Saccharose-Losung von zellularen Bestandteilen gereinigt. Der
anschlieBende LAL-Test ergab stark erhdhte Endotoxin-Gehalte des Pellets (Abb.
11). Deutlich geringere Endotoxin-Werte ergab der LAL-Test der Pellets, die ohne
anschlieBenden Saccharose-Schritt abzentrifugiert wurden (Abb. 12). Diese
Tatsache deutet auf die Saccharose-Lésung als verursachende
Kontaminationsquelle hin. Da Saccharose fir viele Bakterien eine gut verwertbare
Nahrungsquelle darstellt, konnen sich diese in einer Saccharose-Losung sowie in der
Pulverform schnell ausbreiten. Eine Endotoxin-Konzentration der Saccharose-
Ldsung von etwa 0,2 EU/mL bewirkte somit eine Anreicherung an Endotoxin in den
Proteinproben.

4.5 Eine IL-10-Induktion erfolgte sowohl durch die isu-Doménen, als
auch durch die Mutanten.

Die IL-10-Induktion wurde durch einen ELISA analysiert. Verwendet wurden die mit
pOUT-Vektor transfizierten HEK293T-Zellen, sowie das durch die Dynabeads
isolierte pOUT-Protein. Des Weiteren kamen neben den aus dem Zelliberstand mit
tANCHOR-Plasmid transfizierter Zellen isolierten Exosomen auch konzentrierte
MuLV-Partikel zum Einsatz. Neben der nativen isu-Doméane, wurden stets Proben,
die eine Mutation in der Doméane aufwiesen, auf die IL-10-Induktion getestet.

Im ELISA getestete pOUT-sekretierenden Zellen sowie das konzentrierte Protein
zeigten keine IL-10-Freisetzung in humanen PBMCs. Ein mdglicher diskutierter
Faktor ist die Menge und die Proteinfaltung (Denner, 2015). Diese besitzt einen
zentralen Einfluss auf die Wirksamkeit und auf die Zuganglichkeit durch den
entsprechenden Rezeptor der Immunzellen, welche letztere durch sterische
Hinderungen beeintrachtigt sein konnte.

Die starke Induktion des IL-10 durch die CD82ALEL-mCherry tragenden Exosomen
deutet auf eine bessere Zuganglichkeit der isu-Doméne durch Prasentation mittels
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tANCHOR-System hin. Die durch die Hitzeinaktivierung der Probe erhdhten IL-10-
Werte traten unerwartet auf. Da durch die Hitzeinaktivierung die in den Exosomen
enthaltenen Proteine denaturieren, kann die vermehrte IL-10-Induktion nicht auf die
Freisetzung des tANCHOR-Proteins aus den Exosomen zurtickzufihren sein und
scheint durch eine Endotoxin-Verunreinigung oder andere Faktoren in der
Exosomensuspension erklarbar.

Die getesteten MuLV-Partikel lie3en die Induktion einer IL-10-Freisetzung erkennen.
Der Vergleich der Werte zwischen den getesteten MuLV-Partikeln (Abb. 14) und den
mit PBMCs eines anderen Spenders versetzten Proben (Abb. 13) zeigt bei den
MuLV-Partikeln deutlich erhéhte Werte, welche jedoch bei Betrachtung der
getesteten LPS-Standards auf die unterschiedliche Aktivitat in der LPS-assoziierten
Signaltransduktion zurtckzufuhren zu sein scheint, die je nach Spender variieren
kann (Bodenmiller et al., 2012). Auch die Starke der IL-10-Induktion durch die isu-
Domane ist abhangig vom Spender, aus dem die PBMCs isoliert wurden (Morozov,
V. etal., 2012).

Der Vergleich zwischen den Proben der Wildtyp isu-Doméne mit denen der
Mutationen enthaltenden Doméne liel3 stets erkennen, dass das Protein mit mutierter
Domane eine vergleichbar starke Freisetzung von IL-10 hervorrief. Morozov et al.
(2012) zeigten, dass die Einfihrung gewisser Mutationen in der sogenannten ,core“-
Region der isu-Domane eine Aufhebung der immunsuppressiven Eigenschaft zur
Folge hat. Die pOUT- und tANCHOR-Plasmide weisen eine nahezu vollstandig
mutierte core-Region auf, lediglich Glug ist in den verwendeten Systemen nicht
mutiert. Die IL-10-Induktion der Mutanten scheint somit nur auf Endotoxin-
Verunreinigungen in den Proben zurtckfuhrbar zu sein.
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