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1. Einleitung

1.1. Multiple Sklerose

Die Multiple Sklerose (MS) ist eine chronische, entzlindliche und demyelinisierende
Erkrankung des zentralen Nervensystems (ZNS), die Gberwiegend zwischen dem 20. und
40. Lebensjahr auftritt (Compston und Coles, 2008). Mit einer Pravalenz von ca. 1 auf
1000 ist die MS hierzulande die haufigste neurologische Erkrankung, die im jlingeren
Erwachsenenalter zu bleibenden neurologischen Ausfallserscheinungen fiihrt (Rieckmann
und Toyka, 2005). Wie durch die synonyme Krankheitsbezeichnung Encephalomyelitis
disseminata treffend ausgedrickt handelt es sich neuropathologisch um eine
disseminierte Entziindung, die sich vorwiegend im Bereich der weiBen Substanz von
Gehirn und Rickenmark abspielt (Lucchinetti et al., 1998). Je nach Verteilung und
AusmalBl des ZNS-Befalls ist das klinische Spektrum der MS ausgesprochen breit und
umfasst eine Vielzahl neurologischer Symptome. Typische Manifestationen einer MS sind
eine Visusstérung im Rahmen einer Sehnervenentziindung (Optikusneuritis), motorische
Ausfallserscheinungen (z.B. spastische Paraperese, progrediente Gangstdrung),
Hirnstamm- und Kleinhirnsymptome, sensible Ausfallserscheinungen, Blasenstérungen,
sowie neuropsychologische Beeintrachtigungen (Compston und Coles, 2008). Bei ca.
85% der Patienten vernimmt die MS zunachst einen schubférmigen Verlauf (relapsing-
remitting MS); bei mindestens der Halfte dieser Patienten geht die Erkrankung spater in
eine sekundar-chronisch progrediente Phase (ber (secondary progressive MS). Bei ca.
15% der Betroffenen verlauft die Erkrankung von Anfang an primar progredient (primary

progressive MS).

Seit Mitte der 1990er Jahre wurden verschiedene immunmodulierende und
immunsuppressive Therapien (Interferon-beta 1a, Interferon-beta 1b, Glatirameracetat,
Natalizumab, Mitoxantron, Azathioprin), mit denen eine gewisse Beeinflussung klinischer
und kernspintomographischer Krankheitsparameter erreicht werden kann, fir die
Behandlung der MS zugelassen (Wiendl et al., 2008). Dennoch stellt die MS derzeit

weiterhin eine letztlich unheilbare Erkrankung dar. Eine entscheidende Voraussetzung fir



die Entwicklung kausal wirksamer und somit kurativer Behandlungsformen der MS ist ein
besseres Versténdnis ihrer Atiologie und Pathogenese. Trotz intensiver wissenschaftlicher
Anstrengungen ist die Atiologie der MS jedoch nach wie vor ungeklart. Die Ergebnisse
verschiedener epidemiologischer Studien, sowie von Zwillingsstudien und genetischen
Untersuchungen lassen sich jedoch zusammenfassend dahingehend interpretieren, dass
die MS - wie diverse andere multifaktoriell bedingte Erkrankungen auch - auf dem Boden
einer komplexen Interaktion von genetischen und Umweltfaktoren entsteht (Ebers, 2008;

Goodin, 2009; Ramagopalan et al., 2010).

1.2. Humane endogene Retroviren

Die Familie der Retroviridae (Retroviren) umfasst sieben Genera, namlich a-, B-, y-, 6-
und ¢-Retroviren, sowie Lentiviren und Spumaviren (Modrow et al., 2003).
Charakteristikum des Replikationsyklus aller Retroviren ist das Umschreiben ihrer
einzelstrangigen genomischen retroviralen RNA in eine doppelstrangige DNA Kopie, die
stabil in das Wirtsgenom integriert wird. Dieser Prozess wird als reverse Transkription
bezeichnet, was sich im Namen der Retroviren widerspiegelt. Die reverse Transkription
wird durch ein retrovirales Enzym, die reverse Transkriptase, katalysiert. Die in das
Wirtsgenom integrierte retrovirale doppelstrangige DNA nennt man Provirus. Die Genome
aller infektiésen Retroviren besitzen ein gag Gen, das fir die Matrix-, Capsid- und
Nucleocapsidproteine kodiert, ein po/ Gen, das fir die enzymatischen Aktivitaten (u.a. die
reverse Transkriptase) kodiert, sowie ein env Gen, welches fur die retroviralen
Hullproteine (Envelope Proteine) kodiert. Diese drei kodierenden Regionen werden am 5’
und am 3’ Ende von regulatorischen Sequenzen, den sog. long terminal repeats (LTRs)

flankiert (Modrow et al., 2003).

Interessanterweise enthalten die Genome aller bisher untersuchten Wirbeltiere Elemente,
die eine hohe Ahnlichkeit zu retroviralen Sequenzen besitzen. Diese Sequenzen werden
als endogene Retroviren (ERV) bezeichnet und gehen auf im Laufe der Evolution

stattgefundene Infektionen von Keimbahnzellen durch exogene Retroviren zurick.



Hierdurch kénnen sich urspriinglich exogene Retroviren fest im Genom ihrer Wirte
integrieren und werden fortan, wie anderweitige Wirtsgene auch, an die nachsten
Generationen weitervererbt (Bannert und Kurth, 2004; Boeke und Stoye, 1997; de
Parseval und Heidmann, 2005). Das menschliche Genom besteht zu ca. 8% aus humanen
endogenen Retroviren (HERV) - im Gegensatz dazu machen Protein-kodierende Gene nur

etwas 1,5% des menschlichen Genoms aus (Lander et al., 2001).

HERVs lassen sich in ca. 30 Familien unterteilen, wobei die jeweiligen Familien einige
wenige bis zu mehrere hundert Elemente umfassen kdnnen (de Parseval und Heidmann,
2005; Katzourakis und Tristem, 2005). Die unterschiedlichen HERV Familien werden nach
der Aminosaurespezifitat der transfer RNA (tRNA) benannt, welche an die primer binding
site (PBS) im 5’LTR des retroviralen Genoms bindet (Blomberg et al., 2005). Es erscheint
wichtig hervorzuheben, dass im Gegensatz zu ,,normalen™ menschlichen Genen, die in der
Regel an einem einzigem chromosomalem Genort in einer einzigen Kopie vorliegen, die
zu einer HERV-Familie gehérigen Elemente oft in einer Vielzahl von Kopien an
unterschiedlichen Genorten uber verschiedene Chromosomen verteilt vorkommen. Durch
Ansammlung von Deletionen, Stop-Kodonen und Leserahmen-Mutationen sind praktisch
alle HERV-Familien im Laufe der Evolution hochgradig defekt geworden. Insbesondere
konnte bislang kein einziges replikationskompetentes HERV-Allel identifiziert werden, d.h.
alle bekannten HERVs sind nicht-infektiés und nicht in der Lage neue Proviren zu bilden.
Dennoch haben einige HERV loci komplette offene Leserahmen flir einzelne endogen
retrovirale Proteine behalten, welche unter physiologischen aber auch pathologischen
Bedingungen im menschlichen Organismus exprimiert werden kénnen (de Parseval und
Heidmann, 2005). Eine bestimmte HERV-Familie, HERV-K (HML-2), besitzt dartber
hinaus sogar die Fahigkeit zur Produktion retroviraler Partikel (Boller et al., 2008; Tonjes

et al., 1997).

In Analogie zu exogenen Retroviren wurden ERVs bei verschiedenen Krankheiten,

insbesondere Tumor- und Autoimmunerkrankungen, involviert (Blomberg et al., 2005;



Nakagawa und Harrison, 1996; Ruprecht et al., 2008c). In bestimmten Mausmodellen flr
Tumorerkrankungen gibt es in der Tat schlissige Evidenzen flr eine pathogenetisch
relevante Rolle von ERVs (Ruprecht et al., 2008c). Hinsichtlich der Frage einer
Beteiligung von HERVs an humanen Erkrankungen lasst die aktuelle Datenlage zwar
keine abschlieBende Beurteilung zu, es liegen jedoch einzelne Beispiele vor, die daflr
sprechen, dass HERVs maoglicherweise eine Rolle als Ko-Faktoren bei bestimmten
humanen Erkrankungen spielen kénnten (Douville et al., 2011; Lamprecht et al., 2010;

Ruprecht et al., 2008c).

1.3. Multiple Sklerose und Retroviren

1980 beschrieben Robert C. Gallo und Mitarbeiter mit dem humanem T-Zell-Leukamie-
Virus (HTLV-1) das erste humanpathogene Retrovirus (Poiesz et al., 1980), das spater
als atiologisches Agens der adulten T-Zell Leukdmie erkannt wurde (Robert-Guroff et al.,
1982). Darliber hinaus konnte 1985 gezeigt werden, dass HTLV-1 ebenfalls Ausldser
einer bis zu diesem Zeitpunkt atiologisch unverstandenen neurologischen Erkrankung ist,
namlich der HTLV-1l-assoziierten Myelopathie/tropischen spastischen Paraparese
(HAM/TSP) (Gessain et al., 1985). Nachdem die HAM/TSP verschiedene klinische und
neuropathologische Ahnlichkeiten mit der MS aufweist, stellte sich die Frage, inwiefern
Retroviren auch bei der MS eine Rolle spielen kdnnten. In der Tat erbrachten mehrere
initiale Arbeiten serologische und PCR-basierte Hinweise daftir, dass HTLV-1, oder ein mit
HTLV-1 verwandtes Retrovirus, mit der MS assoziiert sein kdnnten (Greenberg et al.,
1989; Koprowski et al.,, 1985; Reddy et al.,, 1989). Allerdings konnte dieser
Zusammenhang in methodisch hochwertigen Folgeuntersuchungen nicht bestatigt werden
(Ehrlich et al., 1991; Fugger et al., 1990). Insgesamt liegen somit keine Uberzeugenden

Evidenzen fiir eine Assoziation von HTLV-1 mit der MS vor.

Stimuliert durch die initialen Ergebnisse zu HTLV-1 begannen Ende der 1990er Jahre
unabhdngig voneinander eine danische und eine franzdsische Arbeitsgruppe ebenfalls

direkt nach ,neuen™ Retroviren bei Patienten mit MS zu fahnden. Dies fiihrte zur



Beschreibung extrazelluldarer Retrovirus-artiger Partikel (retrovirus-like particles, RVLPs)
sowie von reverser Transkriptase Aktivitat in Zellkulturiibersténden von Patienten mit MS
(Christensen, 2005). Hierbei konnte die franzosische Arbeitsgruppe um Hervé Perron
RVLPs und reverse Transkriptase Aktivitdt in Uberstdnden einer leptomeningealen
Zelllinie (LM7), die aus dem Liquor eines Patienten mit MS etabliert worden war,
identifizieren (Perron et al., 1989). Die spontane Produktion von ,LM7-Virus" durch diese
Zellen erwies sich als niedrig, konnte aber durch Behandlung mit Phorbolester und
Infektion von LM7 Zellen mit Herpes simplex Virus Typ 1 (HSV-1) verstarkt werden
(Perron et al., 1993). In einer weiteren Arbeit beschrieben Perron und Mitarbeiter
ebenfalls reverse Transkriptase Aktivitdt und RVLPs in Uberstdnden von kultivierten
Monozyten von Patienten mit MS (Perron et al., 1991). Da Seren von 2 dieser Patienten
im Western blot mit aufgereinigten LM7 Virus Partikeln reagierten, ergab sich die
Schlussfolgerung, dass es sich bei der in Monozyten identifizierten Entitat ebenfalls um

LM7-Virus handelt (Perron et al., 1991).

1.4. Das Multiple Sklerose-assoziierte Retrovirus (MSRV)

Um ein virales Genom zu identifizieren, welches flir das LM7-Virus kodiert, wurde hierauf
aus Uber Sucrose-Gradienten aufgereinigten Uberstdnden von Plexus choroideus und
Epstein-Barr Virus (EBV)-immortalisierten B-Zelllinien von Patienten mit MS RNA
extrahiert und einer ,Pan-Retro™ RT-PCR unterzogen (Perron et al., 1997). Bei dieser
PCR-Technik werden bei relativ niedrigen annealing-Temperaturen degenerierte Primer
verwendet, die eine bei allen Retroviren konservierte Region im Bereich des pol/ Genes
amplifizieren (Tuke et al., 1997). Hierdurch konnten in Gradientenfraktionen, welche
reverse Transkriptase Aktivitdt enthielten, gammaretrovirale po/ Sequenzen amplifiziert
werden, die sich von allen damals bekannten retroviralen po/ Sequenzen unterschieden.
Aus verschiedenen (Uberlappenden Klonen wurde daraufhin eine Konsensus
Protease/reverse Transkriptase Sequenz zusammengesetzt, die als MS-assoziiertes
Retrovirus (MSRV) bezeichnet wurde (Perron et al., 1997). Ausgehend von dieser pol

Sequenz wurden durch RT-PCR Extension weitere Uberlappende cDNA Klone mit



Fragmenten angrenzender genomischer Regionen aus Plasma bzw. aus aufgereinigten
Zellkulturiberstdanden EBV-transformierter mononukledrer Blutzellen von Patienten mit
MS generiert. Aus diesen Klonen lieB sich ein 7630 Nukleotide umfassendes, retrovirales
+~MSRV Genom" konstruieren (Komurian-Pradel et al., 1999). Es bleibt jedoch
festzuhalten, dass bislang kein zusammenhangendes und komplettes MSRV Genom
charakterisiert werden konnte, vielmehr ist MSRV ausschlieBlich durch mehrere z.T.
Uberlappende cDNA Klone definiert. Auch besitzt die Mehrzahl der veréffentlichten MSRV
gag, pol und env Sequenzen keine kompletten offenen Leserahmen, somit ist es
unwahrscheinlich, dass diese Sequenzen flr ein intaktes Retrovirus kodieren (Komurian-

Pradel et al., 1999).

1.5. Die humane endogene Retrovirus Familie HERV-W

Bereits bei der initialen Beschreibung von MSRV wurde in southern blots mit einer MSRV
pol Sonde eine Hybridisierung mit zahlreichen endogenen Sequenzen in humaner DNA
beobachtet (Perron et al., 1997). In einer anschlieBenden Arbeit konnte davon
ausgehend mit Hilfe von MSRV Sonden eine bis dahin unbekannte HERV Familie im
humanem Genom identifiziert werden. Nachdem die primer binding site dieser Familie
tRNAs flr Tryptophan (Aminosaurecode ,W") bindet, wurde sie HERV-W benannt (Blond
et al., 1999). HERV-W ist eine Multikopie-Familie bestehend aus ca. 650 im humanem
Genom verstreuten Elementen (Pavlicek et al., 2002). Ca. 280 dieser Elemente enthalten
interne Sequenzen, wahrend es sich bei den restlichen HERV-W Elementen um durch
Rekombination von LTRs und Deletion der internen Sequenzen entstandene sog. ,solo-
LTRs" handelt (Pavlicek et al., 2002). Phylogenetische Untersuchungen legen nahe, dass
HERV-W vor 40 bis 25 Millionen Jahren in das Genom der menschlichen Vorfahren
eingedrungen ist (Voisset et al., 1999). Wie alle endogenen Retrovirus Familien ist HERV-
W weitgehend defekt und bislang konnte im humanem Genom kein einziges komplettes
replikationskompetentes HERV-W Element identifiziert werden (Voisset et al., 2000).
Innerhalb der HERV-W Familie gibt es jedoch insgesamt 13 Elemente mit einem

Volllangen env Gen, wovon eines einen ununterbrochenen offenen Leserahmen besitzt

10



(de Parseval et al., 2003). Dieses auf Chromosom 7g21.2 gelegene Element (Genname:
ERVWE1) kodiert flir ein intaktes HERV-W Env Protein (Proteinname: Syncytin-1), das
héchstwahrscheinlich eine physiologische Rolle bei der Fusion der Zytotrophblastenzellen
zum Synzytiotrophblasten und damit in der Morphogenese der Plazenta spielt (Blond et
al., 2000; Mi et al., 2000). Der ERVWEL1 locus kann somit bona fide als ein humanes Gen
angesehen werden und stellt eines der am besten untersuchten Beispiele fir ein im Laufe
der Evolution ,domestiziertes" retrovirales Gen dar, welches eine physiologische Funktion

im Wirtsorganismus Gbernommen hat (Mallet et al., 2004).

1.6. MSRV/HERV-W und Multiple Sklerose

Da MSRV/HERV-W urspriinglich im Kontext der MS identifiziert worden war befassten sich
verschiedene Arbeiten mit der Frage einer mdglichen Rolle von MSRV/HERV-W bei der
MS. Hierbei berichteten mehrere Untersuchungen Uber eine hdufigere Detektion von
extrazelluléren ,Partikel-assoziierten® MSRV/HERV-W po/ RNA Sequenzen in Serum,
Plasma oder Liquor von Patienten mit MS im Vergleich zu Kontrollen (Dolei et al., 2002;
Garson et al., 1998; Nowak et al., 2003; Serra et al., 2001). Extrazellulare HERV-W RNA
Sequenzen fanden sich allerdings auch in Liquor und Plasma von Patienten mit
Schizophrenien haufiger als bei Kontrollen (Karlsson et al., 2001; Karlsson et al., 2004).
In verschiedenen Arbeiten zeigte sich eine hdéhere Expression von MSRV/HERV-W env
RNA in Hirngewebe von Patienten mit MS im Vergleich zu Hirngewebe von gesunden
Kontrollen (Antony et al., 2006; Antony et al., 2004; Antony et al., 2007b; Mameli et al.,
2007). Darlber hinaus konnte in immunhistochemischen Untersuchungen mit einem
monoklonalem Anti-HERV-W Env Antikoérper (6A2B2) die Expression eines HERV-W Env
Proteins in Mikrogliazellen und Astrozyten in aktiv demyelinisierenden MS-Lasionen

demonstriert werden (Antony et al., 2007a; Antony et al., 2004; Mameli et al., 2007).

Hinsichtlich moéglicher Mechanismen, durch die MSRV/HERV-W bei der MS eine Rolle
spielen kdnnte, wurde berichtet, dass das vermutliche MSRV Env Protein (AAK18189.1)

Eigenschaften eines Superantigens besitzt (Perron et al., 2001). Darlber hinaus hat die

11



surface (SU) Domane des MSRV Env Proteins, welches auf Aminosdauren-Ebene zu 87%
identisch mit Syncytin-1 ist, proinflammatorische Effekte via Aktivierung von CD14 und
toll-like Rezeptor 4 (TLR4) (Rolland et al., 2006). Die Produktion von Interferon-y,
Interleukin-6, und Interleukin-12p40 durch mononukledare Blutzellen nach Stimulation
mit MSRV Env SU war bei Patienten mit MS hdher als bei Kontrollen (Rolland et al.,

2005).

Die starksten Evidenzen fir eine mdgliche funktionelle Relevanz der HERV-W Env
Expression in MS Lasionen stammen jedoch aus Arbeiten einer kanadischen Gruppe um
Christopher Power, in denen nachgewiesen werden konnte, dass die Expression von
Syncytin-1 in Astrozyten in vitro einerseits die Produktion proinflammatorischer Molekile
induziert, andererseits insbesondere aber auch zur Sezernierung von Faktoren fuhrt, die
zytotoxisch auf Oligodendrozyten wirken (Antony et al., 2004). Zusatzlich resultierte die
Expression von Syncytin-1 in Mausmodellen in einem Untergang von Oligodendrozyten
und Demyelinisierung in vivo (Antony et al., 2007a; Antony et al., 2004). Nachdem ein
Oligodendrozytenuntergang mit konsekutiver Demyelinisierung ein wesentliches
neuropathologisches Substrat der MS darstellt, lasst sich aus diesen Befunden eine

maoglicherweise pathogenetisch relevante Rolle von Syncytin-1 bei der MS ableiten.

1.7. Fragestellungen dieser Arbeit

In der vorliegenden kumulativen Habilitationsschrift wurden verschiedene Kernfragen zu
MSRV/HERV-W und deren moéglicher Bedeutung fiir die MS in Originalarbeiten untersucht.
Zunachst wurde die Regulation der Expression von MSRV/HERV-W Proteinen durch
anderweitige virale Erreger am Beispiel von HSV-1 analysiert (Ruprecht et al., 2006).
Daraufhin wurden humorale und zelluldre Immunantworten gegen MSRV/HERV-W
Proteine bei Patienten mit MS und Kontrollen untersucht (Ruprecht et al., 2008b). In
einer weiteren Arbeit wurde an Hand der humanen Keinzelltumor-Zelllinie Tera-1, welche
von der HERV-K (HML2) Familie enkodierte retrovirale Partikel produziert, die

Verpackung von HERV Transkripten in retrovirale Partikel studiert. Dies erfolgte mit dem
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Ziel, in einem etabliertem Modell Rickschlisse auf die madgliche Verpackung von
MSRV/HERV-W Transkripten in retrovirale Partikel ziehen zu kénnen (Ruprecht et al.,
2008a). Zusatzlich wurde die zentrale Frage des Ursprungs der publizierten MSRV env
Sequenzen und damit die Frage der eigentlichen Identitat von MSRV durch eine
systematische Analyse transkribierter HERV-W env loci sowie publizierter MSRV env
Sequenzen bearbeitet (Laufer et al., 2009). Hierbei konnte u.a. ein auf Chromosom
Xg22.3 gelegener transkribierter HERV-W env locus identifiziert werden, der nach einem
einzigem vorzeitigem N-terminalem Stop-Codon einen langen offenen Leserahmen fiir ein
475 Aminosauren langes N-terminal trunkiertes HERV-W Env Protein besitzt. In einer
abschlieBenden Arbeit wurden die Expression und Eigenschaften dieses N-terminal
trunkierten HERV-W Env Proteins in vitro charakterisiert, sowie die Expression von

Xg22.3 HERV-W Env in MS-Lasionen in vivo untersucht (Roebke et al., 2010).

13



2. Ergebnisse

2.1. Regulation der Expression von HERV-W Proteinen durch Herpes simpex

Virus Typ 1

Ruprecht K, Obojes K, Wengel V, Gronen F, Kim KS, Perron H, Schneider-Schaulies J,
Rieckmann P. Regulation of human endogenous retrovirus W protein expression by
herpes simplex virus type 1: implications for multiple sclerosis. J. Neurovirol. 2006; 12:

65-71.

Eine Transaktivierung durch exogene Faktoren, wie z.B. Herpesviren, stellt einen
maoglichen Mechanismus dar, durch den endogene Retroviren aktiviert werden und eine
Rolle bei humanen Erkrankungen spielen kdnnten. In diesem Zusammenhang wurde die
Regulation von HERV-W Gag und Env Proteinen durch HSV-1 in neuronalen Zellen (IMR-
32), primaren humanen cerebralen Endothelzellkulturen (HCEC) sowie in einer
immortalisierten humanen cerebralen Endothelzelllinie (HBMEC) untersucht. In IMR-32
Zellen konnte mittels western blots bereits vier Stunden nach HSV-1 Infektion das HSV-1
immediate early Protein infected cell protein 0 (ICPO) detektiert werden, wahrend sich
ICPO in HCEC und HBMEC erst 48 Stunden post infectionem fand. Mit Hilfe eines
monoklonalen Anti-HERV-W Env Antikérpers und eines polyklonalen Anti-HERV-W Gag
Serums konnte in allen drei untersuchten Zelltypen zeitgleich mit der Expression von
ICPO eine Induktion von HERV-W Env und Gag Proteinen nachgewiesen werden. Diese
Ergebnisse zeigen am Beispiel von HSV-1, dass exogene virale Trigger in der Tat zu einer
Transaktivierung bestimmter HERV-W loci mit konsekutiver Expression von endogenen

retroviralen Proteinen fihren kénnen.
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2.2. Abwesenheit einer humoralen und zellulairen Immunantwort gegen
Multiple Sklerose-assoziiertes Retrovirus/humanes endogenes Retrovirus W bei

Patienten mit Multipler Sklerose

Ruprecht K, Gronen F, Sauter M, Best B, Rieckmann P, Mueller-Lantzsch N. Lack of
immune responses against multiple sclerosis-associated retrovirus/human endogenous

retrovirus W in patients with multiple sclerosis. J Neurovirol 2008; 14: 143-51

Infektionen mit exogenen Retroviren, aber auch eine aberrante Expression von
endogenen Retroviren, lésen typischerweise humorale und zelluldre Immunreaktionen
aus. Vor diesem Hintergrund wurden in dieser Arbeit humorale und zelluldgre
Immunantworten gegen MSRV/HERV-W Proteine bei Patienten mit MS und Kontrollen
untersucht. Antikdrper gegen Syncytin-1, sowie gegen MSRV Gag und Env Proteine
wurden mittels indirekter Immunfluoreszenz analysiert, nachdem die entsprechenden
Proteine mit einem Baculovirus-Expressionsystems in Insektenzellen exprimiert worden
waren. Syncytin-1 Antikdrper fanden sich bei einem von 50 Patienten mit MS und bei
keiner von 59 Kontrollen. Antikdérper gegen MSRV Env oder Gag fanden sich weder bei
Patienten noch bei Kontrollen. Ebensowenig konnten in 20 Liquorproben von Patienten
mit MS sowie in 30 Liquorproben von Kontrollen Antikérper gegen Syncytin-1, MSRV Gag
oder Env detektiert werden. Zum Nachweis zelluldrer Immunantworten wurden 23 HLA-
B7-positive Patienten mit MS und 29 HLA-B7-positive Kontrollen mit 36 HLA-B7-
restringierten MSRV/HERV-W Gag-, Protease- und reverse Transkriptase-Peptiden mittels
ELISPOT untersucht. Bei keinem Patienten und keiner Kontrolle lieBen sich zellulare
Immunantworten gegen die untersuchten Peptide nachweisen. Insgesamt sprechen die
erhobenen Daten daflir, dass bei Patienten mit MS keine nennenswerten humoralen oder

zelluldren Immunantworten gegen die untersuchten MSRV/HERV-W Proteine vorliegen.
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2.3. Analyse der Verpackung von RNA der HERV-K(HML-2) Familie in von der
Keimzelltumorzelllinie Tera-1 produzierte retrovirale Partikel - Konsequenzen

fiir MSRV/HERV-W retrovirale Partikel

Ruprecht K, Ferreira H, Flockerzi A, Wahl S, Sauter M, Mayer ], Mueller-Lantzsch N:
Human endogenous retrovirus family HERV-K(HML-2) RNA transcripts are selectively
packaged into retroviral particles produced by the human germ cell tumor line Tera-1 and
originate mainly from a provirus on chromosome 22q11.21. ] Virol 2008, 82(20):10008-

10016.

Nachdem verschiedene Autoren aus dem Nachweis von MSRV RNA im
Zellkulturiberstand oder Plasma auf die Existenz von durch MSRV enkodierte retrovirale
Partikel geschlossen haben, sollte diese Annahme in einem etablierten Modell Uberprift
werden. Hierflir wurde die humane Keimzelltumorzelllinie Tera-1 verwendet, welche von
der HERV-K (HML-2) Familie enkodierte retrovirale Partikel produziert. Mittels
quantitativer RT-PCR von RNA aus Tera-1 Zellen und Tera-1 retroviralen Partikeln konnte
gezeigt werden, dass HERK (HML-2) gag und env RNA Transkripte hochselektiv in Tera-1
retrovirale Partikel verpackt werden. Dariber hinaus kommt es jedoch auch zu einer
unselektiven Mitverpackung von RNA Transkripten von anderen HERV Familien (HERV-W,
HERV-H) und von zelluldren housekeeping Genen in Tera-1 retrovirale Partikel.
Sequenzierungen der in Tera-1 retrovirale Partikel verpackten HERV-K (HML-2) RNA
Transkripte zeigten, dass diese Transkripte fast ausnahmslos von einem bestimmten
HERK (HML-2) locus auf Chromosom 22q11.21 abstammen. Innerhalb von 8 in Tera-1
Zellen identifizierten transkriptionsaktiven HERK (HML-2) loci erwies sich der 22q11.21
locus als der transkriptionell aktivste. Da der 22g11.21 locus einen kompletten offenen
Leserahmen fir ein HERV-K (HML-2) Gag Protein besitzt, dirfte er wesentlich an der
Produktion von retroviralen Partikeln durch Tera-1 Zellen beteiligt sein. Diese Ergebnisse
tragen einerseits zum besseren Verstandnis der Produktion von retroviralen Partikeln

durch Tera-1 Zellen bei. Andererseits spricht die unselektive Mitverpackung von HERV-W
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und HERV-H RNA in Tera-1 retrovirale Partikel daflir, dass der alleinige Nachweis von
RNA einer bestimmten HERV Familie im ultrazentrifugiertem Zellkulturiiberstand nicht
automatisch auf die Existenz von durch diese HERV Familie produzierten retroviralen

Partikeln schlieBen lassen darf.
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2.4. Klarung des Ursprungs von MSRV env Sequenzen durch systematische

Analyse transkribierter HERV-W env loci

Laufer G, Mayer ], Mueller BF, Mueller-Lantzsch N, Ruprecht K: Analysis of transcribed
human endogenous retrovirus W env loci clarifies the origin of multiple sclerosis-

associated retrovirus env sequences. Retrovirology 2009, 6:37.

MSRV Sequenzen wurden urspriinglich in Uberstdnden von Zellkulturen und im Plasma
von Patienten mit MS mittels RT-PCR identifiziert. MSRV wurde hierbei durch
verschiedene Uberlappende cDNA Klone definiert, ein Volllahgen MSRV-Genom liegt nicht
vor. Auch wenn die beschriebenen MSRV Sequenzen eine hohe Ahnlichkeit zu endogenen
HERV-W Sequenzen aufweisen, war der exakte Ursprung von MSRV Sequenzen unklar
und umschriebene HERV-W loci, auf welche sich MSRV Sequenzen zurickflihren lassen,
waren bislang unbekannt. In dieser Arbeit untersuchten wir daher systematisch mittels
RT-PCR, Klonierung, Sequenzierung und Zuordnung der erhaltenen Sequenzen zu
individuellen HERV-W env loci transkriptionsaktive HERV-W env Elemente in
mononukledren Blutzellen von Patienten mit MS und Kontrollen. Hierbei konnten wir
insgesamt 7 transkribierte HERV-W env Elemente identifizieren, wobei sich keine
Unterschiede im Transkriptionsmuster zwischen Patienten und Kontrollen zeigten.
Interessanterweise handelte es sich bei fast einem Drittel der 332 analysierten
Sequenzen um in vitro Rekombinationen von Transkripten unterschiedlicher HERV-W env
loci. Eine hierauf durchgefiihrte Re-Analyse bislang publizierter MSRV env Sequenzen
zeigte, dass sich samtliche MSRV env Sequenzen auf spezifische genomische HERV-W
env loci bzw. Rekombinationen zwischen diesen loci zurtickfliihren lassen. Diese Daten
legen nahe, dass vormals als ,MSRV env" beszeichnete Sequenzen tatsachlich von
einzelnen genomischem HERV-W env loci bzw. von in vitro Rekombinationen von
Transkripten verschiedener HERV-W loci abstammen. Dies spricht klar gegen die
Auffassung, dass es sich bei MSRV um ein infektidses, replikationskompetentes,

exogenes Retrovirus handeln kénnte.
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2.5. Ein HERV-W Element auf Chromosom Xq22.3 kodiert fiir ein N-terminal
trunkiertes Envelope Protein: Charakterisierung in vitro und Expression in MS-

Lasionen in vivo

Roebke C, Wahl S, Laufer G, Stadelmann C, Sauter M, Mueller-Lantzsch N, Mayer J,
Ruprecht K: An N-terminally truncated envelope protein encoded by a human

endogenous retrovirus W locus on chromosome Xq22.3. Retrovirology 2010, 7:69.

In der vorangegangenen Arbeit stellte sich heraus, dass ein auf Chromosom Xg22.3
gelegenes HERV-W env Element in humanen mononukledren Blutzellen transkribiert wird.
Der env Leserahmen dieses HERV-W Elementes ist durch ein einziges vorzeitiges Stop-
Kodon an Position 39 unterbrochen, besitzt jedoch dariber hinaus einen langen offenen
Leserahmen fir ein N-terminal trunkiertes 475 Aminosduren HERV-W Env Protein. In
dieser Arbeit sollten die Fahigkeit des Xq22.3 HERV-W env locus zur Proteinexpression
untersucht sowie das exprimierte Protein weiter charakterisiert werden. Eine transiente
eukaryote Expression des Xg22.3 HERV-W env offenen Leserahmens resultierte in der
Tat in der Expression eines N-terminal trunkierten HERV-W Env Proteins. Zudem konnte
durch Elimination des Stop-Kodons an Position 39 in Xg22.3 HERV-W env ein Vollldangen
Xg22.3 HERV-W Env Protein rekonstituiert werden. Wéhrend es sich bei dem Vollldngen
Xg22.3 HERV-W Env Protein um ein glykosyliertes Protein handelt, das Oligomere bildet
und an der Zelloberflache exprimiert wird und somit typische Eigenschaften eines
retroviralen Env Proteins aufweist, ist das N-terminal trunkierte Xq22.3 HERV-W Env
Protein unglykosyliert, bildet keine Oligomere und verbleibt intrazellular. In
immunhistochemischen Untersuchungen reagierte ein gegen Xq22.3 HERV-W Env
gerichteter monoklonaler Antikérper mit einem in akuten MS-Lasionen exprimiertem
Antigen. Diese Daten sprechen dafilir, dass ein teilweise defektes HERV-W env Gen auf
Chromosom Xg22.3 in der Lage ist, ex vivo ein trunkiertes HERV-W Env Protein zu

produzieren, das moglicherweise auch in vivo in akuten MS-Ldsionen exprimiert wird.
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3. Diskussion

3.1. Regulation von HERV-W Gag und Env Proteinen durch Herpes simplex
Virus Typ 1 — mogliche Bedeutung fiir die Multiple Sklerose

In der ersten hier dargestellten Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine in vitro Infektion
von neuronalen Zellen (IMR-32) und von humanen zerebralen Endothelzellkulturen durch
HSV-1 mit einer Induktion von HERV-W Gag und Env Proteinen assoziiert ist (Ruprecht et
al., 2006). Diese Befunde stehen im Einklang mit einer anderweitigen Arbeit, die Uber
eine Transaktivierung von HERV-W Elementen ebenfalls auf mRNA Ebene nach Infektion
mit HSV-1 bzw. Influenza A/WSN/33 Virus berichtete (Nellaker et al., 2006). Auch
konnte mittels Luciferase Assays demonstriert werden, dass eine Infektion mit HSV-1 zu
einer direkten Transaktivierung eines HERV-W LTRs (also derjenigen Region im HERV-W
Genom, welche regulatorische Elemente fir die HERV-W Transkription enthalt) fuhrt, und
dass dieser Effekt partiell durch das HSV-1 ICPO Protein mediiert wird (Lee et al., 2003).
Vor diesem Hintergrund erscheinen die Ergebnisse unserer Untersuchung vereinbar mit
einer Induktion von HERV-W Gag und Env durch HSV-1 via ICPO. Es wurde
verschiedentlich spekuliert, dass eine Transaktivierung von HERV Elementen einen
pathogenetischen Mechanismus unterschiedlicher vormals mit der MS in Zusammenhang
gebrachter (Herpes-)Viren darstellen kénnte (Christensen, 2005; Haahr et al., 1992;
Perron, 2001; Ruprecht und Perron, 2005). Mdglicherweise relevant erscheint in diesem
Kontext auch die Transaktivierung eines HERV-K env Genes mit superantigenen
Eigenschaften durch EBV (Sutkowski et al., 2001; Tai et al., 2008). Davon ausgehend
sind die wesentlichen Ergebnisse unserer Arbeit einerseits der grundsatzliche Nachweis,
dass von der HERV-W Familie kodierte Proteine in humanen Zellkulturen exprimiert
werden kdnnen, was daflr spricht, dass einzelne HERV-W loci immer noch in der Lage
sind, endogen retroviral enkodierte Proteine zu produzieren. Andererseits belegt die
Induktion von HERV-W Gag und Env durch HSV-1, dass infektiése Triggerfaktoren die
Expression von HERV-W Proteinen regulieren kénnen. Nachdem das HERV-W Env Protein

Syncytin-1 oligodendrotoxische und proinflammatorische Eigenschaften hat (Antony et
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al., 2007a; Antony et al., 2004) kdnnte eine Heraufregulation dieses Proteins durch HSV-

1 eine fir die MS relevante Rolle spielen.

Die in dieser Arbeit erhobenen Befunde basieren auf dem Nachweis von HERV-W Gag und
Env Proteinen in western blots mittels eines polyklonalen Anti-MSRV/HERV-W Gag
Serums (F45128) und eines monoklonalen Anti-MSRV/HERV-W Env Antikérpers (3B2H4).
Diese Antikérper wurden durch Immunisierung von Kaninchen bzw. Mdusen mit von
MSRV Klonen enkodierten Proteinen hergestellt. Zum Zeitpunkt der Untersuchung war
die Identitdt von MSRV noch ungeklart, allerdings musste davon ausgegangen werden,
dass Anti-MSRV Antikérper HERV-W Proteine detektieren. Unklar ist hierbei jedoch auf
welche spezifischen HERV-W Proviren im humanem Genom die beobachteten Proteine
zurickgehen. Da zu dem damaligem Zeitpunkt Syncytin-1 das einzige bekannte HERV-W
env Gen mit der Fahigkeit zur Proteinexpression darstellte (Blond et al., 2000; Mi et al.,
2000), war anzunehmen, dass es sich bei dem detektiertem HERV-W Env Protein um
Syncytin-1 handelt. Der formale Beweis hierflr ist jedoch ausstehend. Die fur die
beobachteten Gag Proteine verantwortlichen HERV-W loci sind unbekannt. Es sollte aber
erwahnt werden, dass, Ubereinstimmend mit der Expression von HERV-W Gag in einer
neuronalen Zelllinie, in einer neuropathologischen Untersuchung unter Verwendung des
gleichen Antiserums (F45128) eine Expression von HERV-W Gag in Neuronen und Axonen
auch in normalem humanem Hirngewebe in situ gezeigt werden konnte (Perron et al.,

2005).

3.2. Zur Identitit von MSRV

Auch wenn verschiedene Befunde mit einer pathogenetischen Relevanz von MSRV/HERV-
W bei der MS vereinbar erscheinen, wurde die Thematik bislang insbesondere durch den
unklaren Status von MSRYV als retroviraler Entitat verkompliziert. Die unscharfe Definition
von MSRV und die ungeklarte Beziehung zwischen MSRV und HERV-W waren somit ein
wesentlicher Ausgangspunkt einer langanhaltenden wissenschaftlichen Debatte lber die

maogliche Beteiligung von MSRV respektive HERV-W bei der MS (Antony et al., 2007b;
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Dolei, 2005; Dolei und Perron, 2009; Garson et al., 2005). In der Tat vertreten manche
Autoren die Ansicht, dass MSRV ein infektioses, Partikel-bildendes,
replikationskompetentes Retrovirus darstellt (Dolei, 2005; Dolei und Perron, 2009). Die
Konstellation bei MSRV ware damit vergleichbar mit derjenigen bestimmter Retroviren
bei Tieren (z.B. Jaagsiekte Retrovirus bei Schafen), die sowohl in einer exogenen,
infektiosen Form (~MSRV) als auch als nicht-infektiése endogene Retroviren (~HERV-W)
vorkommen (Palmarini et al., 2004; Perron et al., 1997). Nachdem jedoch bislang kein
Vollldngen-, infektidses, replikationskompetentes MSRV-Genom beschrieben werden
konnte, verblieb die Auffassung von MSRV als infektiéses, exogenes Retrovirus
unbewiesen (Blomberg et al., 2005; Voisset et al., 2008). Vor diesem Hintergrund war
die Aufklarung der Identitdt von MSRV ein wichtiges gemeinsames Ziel mehrerer der in

der vorliegenden kumulativen Habilitationsschrift dargestellten Arbeiten.

3.2.1. Immunantworten gegen MSRV/HERV-W

Sollte es sich bei MSRV um ein exogenes, infektidses Retrovirus handeln, ware zu
erwarten, dass eine Infektion mit MSRV zu einer Virus-spezifischen Immunantwort im
Wirtsorganismus fihrt, wie dies auch bei Infektionen mit anderweitigen exogenen
Retroviren (HTLV-1, HIV). der Fall ist. Umgekehrt kann jedoch auch eine aberrante
Expression von endogen retroviralen Proteinen (z.B. in Tumorgewebe) zu einer
Immunreaktion gegen derartige endogen retrovirale Proteine fihren (Rakoff-Nahoum et
al., 2006; Sauter et al., 1995; Schiavetti et al., 2002). Eine weitere hier beschriebene
Arbeit befasste sich daher mit der Frage, ob sich bei Patienten mit MS humorale oder
zelluldare Immunreaktionen gegen MSRV/HERV-W nachweisen lassen (Ruprecht et al.,
2008b). Hierbei fanden sich lediglich bei einem von 50 Patienten mit MS Antikoérper
gegen Syncytin-1, dariber hinaus lieBen sich weder bei Patienten mit MS noch bei
Kontrollen (n = 59) Antikdrper gegen Syncytin-1, MSRV Gag oder MSRV Env nachweisen.
Auch fanden sich in ELISPOT Untersuchungen weder bei Patienten noch bei Kontrollen
zelluldre Immunantworten gegen ein breites Panel von HLA-B7 restingierten

MSRV/HERV-W Peptiden. Fir die beobachtete Abwesenheit einer humoralen und
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zelluldren Immunantwort gegen MSRV/HERV-W bei Patienten mit MS gibt es im

Wesentlichen drei Erklarungsansatze:

1. Die verwandte Methodik war nicht ausreichend sensitiv zum Nachweis von humoralen
oder zellularen MSRV/HERV-W-spezifischen Immunantworten. Diese Erklédrung erscheint
jedoch ausgesprochen unwahrscheinlich, nachdem sich mit der in der Untersuchung
eingesetzten Methodik in anderweitigen Untersuchungen problemlos humorale
Immunantworten gegen HERV-K Proteine (Sauter et al., 1995) bzw. zellulare
Immunantworten gegen EBV Peptide nachweisen lieBen (Gronen et al., 2006)

2. Die Abwesenheit von MSRV/HERV-W-spezifischen Immunantworten weist auf die
Abwesenheit einer Infektion mit MSRV bzw. die Abwesenheit einer aberranten Expression
von HERV-W Proteinen bei Patienten mit MS hin.

3. Letztlich kdnnen die erhobenen Daten allerdings auch dahingehend interpretiert
werden, dass eine MSRV Infektion oder eine aberrante Expression von HERV-W Proteinen
bei Patienten mit MS vorliegen koénnte, welche allerdings auf Grund einer
immunologischen Toleranz dieser Proteine nicht zu einer Immunantwort fihrt. Nachdem
das HERV-W Env Protein Syncytin-1 ja auch physiologischerweise im menschlichen
Organismus in der Plazenta exprimiert wird, ist eine solche Immuntoleranz in der Tat

denkbar.

Somit ergibt sich als eine SchluBfolgerung aus dieser Untersuchung, dass serologische
Untersuchung bzw. die Analyse von zellularen Immunantworten gegen MSRV/HERV-W
nicht zum indirekten Nachweis einer Expression von MSRV/HERV-W bei der MS
eingesetzt werden kénnen. Ein weiteres wichtiges Resultat dieser Arbeit ist zudem, dass,
sollte MSRV/HERV-W bei der MS eine Rolle spielen, MSRV/HERV-W-spezifische humorale
oder zelluldare Immunantworten hierbei offenbar keinen relevanten Mechanismus
darstellen. Auch wenn die Abwesenheit von Immunantworten gegen MSRV eher gegen
die Existenz einer ,infektiosen MSRV-Entitat" bei Patienten mit MS spricht, konnte dieser

Punkt jedoch auf Grund der Mdglichkeit einer Immuntoleranz von MSRV/HERV-W
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Proteinen mit dem gewahltem experimentellem Ansatz nicht abschlieBend geklart

werden.

3.2.2. Verpackung von HERV-RNA in retrovirale Partikel

Wie eingangs erwahnt gingen der Identifizierung von MSRV Sequenzen die Beschreibung
von RVLPs und reverser Transkriptase Aktivitat in Zellkulturiiberstdnden von Patienten
mit MS voraus. Nachdem sich daraufhin retrovirale Sequenzen (MSRV) in
ultrazentrifugiertem Zellkulturiberstand von Patienten mit MS hatten nachweisen lassen,
wurde gefolgert, dass diese retroviralen Sequenzen auch flr die initial beschriebenen
RVLPs kodieren (Perron et al., 1997). Allerdings liegen keine schliissigen Beweise dafir
vor, dass MSRV Seqgenzen tatsachlich in der Lage sind, retrovirale Partikel zu
produzieren. AuBerdem konnte bislang ebenfalls nicht gezeigt werden, dass eine

spezifische Verpackung (,,packaging"™) von MSRV RNA in MSRV Partikel stattfindet.

Als ein Modell, um die Verpackung von endogen retroviraler RNA in RVLPs zu studieren,
bedienten wir uns der humanen Keimzelltumorzellline Tera-1. Diese in
Voruntersuchungen gut charakterisierte Zelllinie produziert spontan von der HERV-K
(HML-2) Familie enkodierte RVLPs (Bieda et al., 2001; Boller et al., 1993; Sauter et al.,
1995). Als ein wichtiges Ergebnis unserer Untersuchung konnte nachgewiesen werden,
dass HERV-K (HML-2) gag und env RNA Transkripte hochselektiv in HERV-K(HML-2)
RVLPs verpackt werden. Nachdem ca. 50 Vollldngen HERV-K(HML-2) loci im humanem
Genom vorliegen stellte sich die Frage, von welchem dieser loci die in die Partikel
verpackten RNA Transkripte produziert werden. Mittels Klonierung und Sequenzierung
der verpackten Transkripte wurde gezeigt, dass diese fast ausschlieBlich von einem
bestimmten HERV-K Locus auf Chromosom 22q11.21 abstammen. Bei einer Analyse von
transkriptionsaktiven HERV-K loci in Tera-1 Zellen fanden sich insgesamt 8 transkribierte
HERV-K loci, wobei innerhalb dieser 8 loci der 22ql11.21 locus wiederum der
transkriptionell aktivste war. Der HERV-K 22q11.21 locus enthalt einen kompletten

offenen Leserahmen flr ein HERV-K Gag Protein, d.h. dem Protein aus dem die Kapseln
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von RVLPs aufgebaut sind. Diese Ergebnisse tragen wesentlich zum Verstéandnis der
Biologie der HERV-K (HML-2) Partikelproduktion durch Tera-1 Zellen bei und legen nahe,
dass HERV-K (HML-2) RVLPs insbesondere von einem auf Chromosom 22g11.21 HERV-K
(HML-2) Provirus produziert werden. Unsere Befunde sprechen ebenfalls daflir, dass
innerhalb der HERV-K (HML-2) Familie zumindestens der auf Chromosom 22q11.21
gelegene locus ein funktionelles ,packaging signal® (v, eine spezifische Sequenz
innerhalb der retroviralen RNA, die flir die RNA-Verpackung in Partikel verantwortlich ist)
besitzt. Auch wenn die HERV-K (HML-2) Familie vor mindestens 30 Millionen Jahren in
das Genom der menschlichen Vorfahren gelangte (Belshaw et al., 2004), ist der
molekulare Mechanismus fir die RNA-Verpackung in RVLPs bei dem HERV-K 22q11.21

Provirus also offenbar immer noch intakt.

Als ein weiteres wichtiges Ergebnis dieser Arbeit konnten wir zeigen, dass auch RNA
Transkripte zelluldrer ,housekeeping® Gene in HERV-K (HML-2) Partikel mitverpackt
werden, ein als ,co-packaging" bezeichnetes Phanomen, das ebenfalls fir anderweitige
retrovirale Partikel beschrieben wurde (Rulli et al., 2007). Hierbei handelt es sich um
einen unselektiven Prozess, da die Effizienz der Verpackung zellulérer ,housekeeping"
Gen RNAs in HERV-K (HML-2) Partikel im Vergleich zu HERV-K (HML-2) RNAs mindestens
35-mal niedriger war. Interessanterweise konnten wir aber auch ein unselektives ,co-
packaging™ von RNA Transkripten von nicht-HERV-K (HML-2) Familien (HERV-W, HERV-
H) in HERV-K (HML-2) RVLPs nachweisen. Dies bedeutet, dass in Analogie zu zellularen
~housekeeping® RNAs auch RNAs anderweitiger HERV Familien unspezifisch in HERV-K
(HML-2) RVLPs mitverpackt werden. Bezogen auf MSRV ist eine wesentliche
Schlussfolgerung aus diesen Befunden, dass die gleichzeitige Detektion von RVLPs und
retroviraler RNA in ultrazentrifugierten Zellkulturiiberstanden nicht zwangslaufig
bedeutet, dass die detektierten RNA Sequenzen auch fir die entsprechenden RVLPs
kodieren. Wir konnten somit experimentell belegen, dass die vormalige Annahme, dass
die als ,MSRV" bezeichneten RNA Sequenzen auch fir ,MSRV-Partikel® kodieren, sich in

dieser Form nicht aufrecht erhalten lasst.
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3.2.3. Zum Ursprung von MSRV env Sequenzen

Die Aufdeckung des Ursprungs der publizierten MSRV env Sequenzen stellt ein zentrales
Ergebnis dieser kumulativen Habilitationsschrift dar, nachdem hiermit die Identitdt von
MSRV abschlieBend geklart erscheint (Laufer et al., 2009). Wie eingangs erwdahnt,
wurden die als ,MSRV" env bezeichneten RNA Sequenzen aus Plasma bzw. aus
aufgereinigten Zellkulturiiberstanden EBV-transformierter mononukledrer Blutzellen von
Patienten mit MS generiert (Komurian-Pradel et al., 1999; Perron et al., 2001). Es
handelt sich hierbei um mehrere verschiedene cDNA Klone, die eine hohe Ahnlichkeit zu
endogenen HERV-W Sequenzen aufweisen, individuelle HERV-W Proviren, auf die sich
MSRV zurlckflihren lassen kénnten, waren bis dato jedoch nicht bekannt. Sollte MSRYV (in
Analogie zu Jaagsiekte Retrovirus bei Schafen) ein exogenes, replikationskompetentes
Mitglied einer endogenen Retrovirus-Familie (HERV-W) sein, und sollte MSRV bei
Patienten mit MS eine Rolle spielen, ware zu erwarten, dass sich MSRV RNA Transkripte
spezifisch bei Patienten mit MS nachweisen lassen. Der Nachweis von MSRV env
Transkripten wird jedoch dadurch verkompliziert, dass endogene HERV-W env loci, die ja
sehr ahnlich zu MSRV sind, ebenfalls RNA Transkripte produzieren kdénnten. Vor diesem
Hintergrund untersuchten wir in dieser Arbeit welche HERV-W env Elemente im
humanem Genom in mononukledren Blutzellen von Patienten mit MS transkriptionsaktiv
sind und ob sich spezifisch MSRV env Sequenzen bei Patienten mit MS detektieren
lassen. Die verwendete experimentelle Strategie zur Identifizierung transkriptionsaktiver
Klone geht auf Arbeiten von Jens Mayer und Mitarbeitern zuriick (Flockerzi et al., 2008;
Mayer et al., 2004) und beruht auf dem Einsatz degenerierter PCR-Primer, die eine
Vielzahl unterschiedlicher HERV loci amplifizieren kénnen. Nachdem sich unterschiedliche
HERV loci innerhalb einer HERV Familie durch wenige aber bestimmte Sequenzvarianten
unterscheiden, kdénnen nach Klonierung und Sequenzierung der PCR-Produkte die
erhaltenen cDNA Sequenzen mit Hilfe geeigneter bioinformatischer Methoden (BLAT,
http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat) spezifisch einzelnen genomischen HERV

Elementen, basierend auf Sequenzhomologien, zugeordnet werden. Hierdurch lassen sich
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somit innerhalb der oft hohen Zahl genomischer loci einer HERV-Familie individuelle

transkriptionsaktive loci identifizieren.

Mit Hilfe der beschriebenen Methode konnten wir zunachst 7 in humanen mononukledren
Blutzellen transkribierte HERV-W env loci nachweisen. Ein Vergleich von Patienten mit MS
und gesunden Kontrollen erbrachte hierbei keinen Unterschied im Transkriptionsmuster
dieser HERV-W env Elemente. Interessanterweise stellten sich fast 30% der 332
analysierten cDNA Klone als in vitro Rekombinationen zwischen RNA Transkripten
unterschiedlicher HERV-W env loci heraus. Das Phanomen solcher in vitro
Rekombinationen von HERV Sequenzen ist gut beschrieben und beruht insbesondere auf
einem ,Springen® (,template switch®) der reversen Transkriptase zwischen
unterschiedlichen RNA Transkripten wahrend dem Prozess der reversen Transkription
(Flockerzi et al., 2007). In vivo ist das Springen der reversen Transkriptase ein
gewissermaBen physiologischer molekularer Mechanismus von Retroviren zur Erhéhung
ihrer genetischen Vielfalt und fir die Entstehung neuer Virustypen (Modrow et al., 2003).
Es lasst sich spekulieren, dass die in unserer Arbeit beobachtete hohe Rate von in vitro
rekombinierten HERV-W Sequenzen auf eine besondere Suszeptibilitat von endogen
retroviralen RNA Transkripten zur Ausbildung von Rekombinationen wahrend der

reversen Transkription in vitro zurtickgeht.

Vor dem Hintergrund der erhobenen Daten re-analysierten wir im nachsten Schritte
systematisch samtliche bislang publizierten MSRV env Sequenzen und konnten dabei
zeigen, dass sich alle bisher publizierten MSRV env Sequenzen entweder auf einzelne
bestimmte HERV-W env loci im humanem Genom oder aber auf Rekombinationen
zwischen RNA-Transkripten verschiedener HERV-W env loci zurlckfiihren lassen. Darliber
hinaus konnte nachgewiesen werden, dass die publizierte MSRV gag Sequenz ebenfalls
auf ein bestimmtes auf Chromosom 3q26.32 gelegenes HERV-W Provirus zurlickgeht. Da
die als ,MSRV env" bezeichneten Sequenzen, in ahnlicher Weise wie die HERV-W env

Sequenzen in unserer Arbeit, mittels RT-PCR generiert wurden, ist die bei weitem
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wahrscheinlichste Erklarung fir die rekombinierten MSRV env Sequenzen, dass diese
gleichermaBen auf einer in vitro Rekombination beruhen. Alle HERV-W loci von denen die
untersuchten MSRV Sequenzen abstammen sind, z.T. sogar hochgradig, defekt. Die
Ergebnisse dieser Untersuchung sprechen somit nachdricklich dagegen, dass die
publizierten MSRV env  und gag Sequenzen auf  ein transmissibles,
replikationskompetentes, exogenes Retrovirus zurlickgehen. Unsere Resultate legen
vielmehr nahe, dass bei dem Versuch, ein MS-assoziiertes retrovirales Genom zu
identifizieren, tatsachlich RNA-Transkripte von physiologischerweise in humanen
mononukledren Blutzellen transkribierten HERV-W loci detektiert wurden. Bei einigen
+MSRV" Sequenzen handelt es sich um rekombinierte Sequenzen von Transkripten
unterschiedlicher HERV-W loci, die allerhéchstwahrscheinlich auf eine in vitro
Rekombination zurtickgehen, also im ReaktionsgefaB entstanden sind. Die Auffassung,
dass die als ,MSRV" bezeichneten Sequenzen ein exogenes, infektiéses Retrovirus
darstellen (Dolei und Perron, 2009; Perron et al., 2000; Serra et al., 2003) lasst sich
basierend auf diesen Daten nicht aufrecht erhalten. Das Konzept von MSRV als einem
MS-assoziiertem Retrovirus ist damit nicht mehr haltbar und die Bezeichnung ,MSRV"
sollte nur noch als quasi historische Bezeichnung verwendet werden. Da jedoch zum
Zeitpunkt der Entdeckung der ,,MSRV" Sequenzen die HERV-W Familie nicht bekannt bzw.
nur unzureichend charakterisiert war, ist es retrospektive nachvollziehbar, dass MSRV

Sequenzen initial fir eine ,neues" Retrovirus gehalten wurden (Voisset et al., 2008).

Eine wichtige Konsequenz der Ergebnisse dieser Arbeit ist, dass weitere Bestrebungen,
die mogliche Rolle von HERV-W bei der MS zu klaren, sich gezielt auf einzelne
transkriptionsaktive HERV-W loci konzentrieren sollten. In diesem Zusammenhang
konnten wir ein auf Chromosom Xg22.3 gelegenes und in mononukledren Blutzellen
transkribiertes HERV-W env Gen identifizieren, das von besonderem Interesse erscheint.
Auch wenn das ERVWE1 Gen, welches flir Syncytin-1 kodiert, das einzige HERV-W env
Gen mit einem komplettem offenem Leserahmen im humanem Genom darstellt (de

Parseval et al., 2003), handelt es sich bei dem Xq22.3 HERV-W env Gen ebenfalls um ein
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Vollangen HERV-W env Gen, das lediglich von einem einzigem Stop-Kodon an
Aminosauren-Kodon 39 unterbrochen wird. Weiter stromabwarts enthalt es mehrere in-
frame Start-Kodone, das erste davon an Kodon 68. Sollte eine Translation beginnend an
diesem Start-Kodon madoglich sein, kénnte das Xg22.3 HERV-W env Gen ein 475
Aminosauren langes N-terminal trunkiertes HERV-W Env Protein produzieren.
Interessanterweise stellte sich heraus, dass zwei der bislang als MSRV env titulierten
Sequenzen (AF127228 und AF331500) auf den Xq22.3 HERV-W env locus zurlickgehen.
Eine besondere Brisanz bekommt dieser Befund dadurch, dass ein Fragment von
AF127228, bestehend aus den Aminosduren 68-446, zur Herstellung des monoklonalen
Anti-HERV-Env Antikdrpers 6A2B2 benutzt wurde (Blond et al., 2000). Exakt mit diesem
Antikorper konnte in verschiedenen neuropathologischen Arbeiten eine Expression von
HERV-W Env in MS Lasion detektiert werden (Antony et al., 2007a; Antony et al., 2004;
Mameli et al., 2007). Das zur Generierung von 6A2B2 verwandte Aminosauren 68-446
Fragment von AF127228 ist bis auf zwei nicht-libereinstimmende Aminosauren identisch
mit der putativen Xq22.3 HERV-W Env Aminosauresequenz, weist jedoch 38 nicht-
Ubereinstimmende Aminosduren mit Syncytin-1 auf. Nachdem bis dato Syncytin-1 das
einzig bekannte exprimierte HERV-W Env Protein war, wurde allgemein angenommen,
dass das von 6A2B2 detektierte Protein Syncytin-1 sei (Antony et al., 2007a; Antony et
al., 2004; Blond et al., 2000). Eine wichtige Schlussfolgerung der oben beschriebenen
Ergebnisse ist jedoch, dass, sollte der Xg22.3 HERV-W env locus in der Lage sein ein
Protein zu produzieren, dieses Protein von 6A2B2 erkannt werden miusste, was die
Moglichkeit eréffnet, dass das von 6A2B2 in MS-Lasionen detektierte HERV-W Env Protein

tatsachlich von Xq22.3 HERV-W env abstammt.

3.3. Entdeckung und Charakterisierung eines neuen HERV-W Env Proteins

Auf dem Boden der oben diskutierten Befunde gingen wir in der letzten hier dargestellten
Arbeit der Frage nach, ob das Xg22.3 HERV-W env Element in der Lage ist, ein HERV-W
Env Protein zu produzieren (Roebke et al., 2010). Zu diesem Zweck wurde der Xq22.3

HERV-W env locus kloniert und es wurden verschiedene eukaryote Expressionsvektoren
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unter der Kontrolle eines Cytomegalievirus-Promotors hergestellt, welche die Xg22.3
HERV-W env Sequenz enthalten. Als weitere vergleichende Kontrollen wurden ebenfalls
Expressionsvektoren fiur Syncytin-1 und ein Konstrukt, das die MSRV Env Sequenz
AF331500 (eine rekombinierte Sequenz, die groBtenteils auf Xq22.3 HERV-W env
zurltckgeht) enthalt, verwendet. Eine transiente Transfektion von Hela Zellen mit den
Xg22.3 HERV-W Env Expressionsvektoren resultierte in der Tat in der Expression eines
ca. 53 kDa schweren N-terminal trunkierten Xg22.3 HERV-W Env Proteins, das sowohl im
western blot als auch immuncytochemisch von den monoklonalen Anti HERV-W Env
Antikérpern 6A2B2 und 13H5A5 erkannt wurde. Damit konnte gezeigt werden, dass der
Xg22.3 HERV-W env locus die Fahigkeit besitzt, ex vivo ein N-terminal trunkiertes HERV-
W Env Protein zu produzieren. Auf Grund seiner N-terminalen Trunkierung wurde dieses
Protein N-Trenv (N-terminally truncated Env) benannt. Es konnte somit zusatzlich zu
ERVWE1l ein zweites HERV-W env Gen mit der Fahigkeit zur Proteinexpression im
humanem Genom identifiziert werden. In Analogie zu dem ERVWE1l Gen, welches fir
Syncytin-1 kodiert, wurde fir den Xq22.3 HERV-W env locus der Genname ERVWE2

vorgeschlagen.

Wie erwdhnt, ist der Xq22.3 HERV-W env ORF lediglich durch ein einziges vorzeitiges
Stop-Kodon an Kodon Position 39 unterbrochen. Es stellte sich somit die Frage, ob sich
durch Reversion dieses Stop-Kodons ein Vollldngen HERV-W Env rekonstituieren lasst.
Hierfir wurde das Stop Kodon an Position 39 (TGA) des Xq22.3 HERV-W env ORF durch
Austausch eines Nukleotids in ein Tryptophan Kodon (TGG) mutiert und dieses Konstrukt
wiederum in einen eukaryoten Expressionsvektor kloniert. Nach Transfektion dieses
Konstruktes in Hela Zellen kam es zur Expression eines ca. 75 kDa schweren,
kompletten, Vollldangen Xq22.3 HERV-W Env Proteins. Dies bedeutet, dass durch Mutation
eines einziges Nukleotids ein im Laufe der Evolution defekt gewordenes HERV-W env Gen
quasi wieder ,reanimiert™ und in die Lage versetzt werden konnte ein komplettes Env
Protein zu produzieren. Es sollte erwahnt werden, dass es mit ahnlichen Strategien

bereits gelungen war fiir die HERV-K(HML-2) Familie sogar ein komplettes, infektidses,
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replikationskompetentes virales Genom zu rekonstituieren, gewissermaBen also den
infektidsen Vorldufer der aktuell im humanem Genom befindlichen defekten HERV-
K(HML-2) Kopien ,wiederauferstehen™ zu lassen (Dewannieux et al., 2006; Lee und

Bieniasz, 2007).

Eine interessante Frage war nun welche Eigenschaften N-Trenv und das Vollldangen
Xg22.3 HERV-W Env Protein aufweisen. Wahrend sich N-Trenv als ein unglykosyliertes
und intrazellulér lokalisiertes Protein erwies, das keine Oligomere bildet, konnte
nachgewiesen werden, dass das Volllangen Xq22.3 HERV-W Env Protein glykosyliert ist,
auf der Zelloberfldche exprimiert wird und Oligomere ausbildet. Das Volllangen Xq22.3
HERV-W Env Protein besitzt damit, ahnlich wie Syncytin-1 (Cheynet et al., 2005),
typische Eigenschaften eines retroviralen Env Proteins. Nachdem N-Trenv diese
Eigenschaften nicht aufweist, ist zu vermuten, dass sich N-Trenv auch in funktioneller
Hinsicht deutlich von Vollldangen Env Proteinen unterscheidet, wobei mdgliche Funktionen
von N-Trenv aktuell unbekannt sind. Wahrscheinlichste Ursache fur die unterschiedlichen
Eigenschaften von N-Trenv und dem Vollldngen Xg22.3 HERV-W Env Protein ist das
Fehlen des N-terminalen Signalpeptides auf Grund der N-terminalen Trunkierung von N-
Trenv. Bei Vollldngen retroviralen Env Proteinen ist das Signalpeptid (eine Sequenz von
ca. 20 Aminosauren am N-Terminus des Proteins), wie bei anderen Membranproteinen
auch, fur das ,targeting® der Translation an das endoplasmatische Retikulum
verantwortlich (Ruggieri et al., 2009). Nachdem N-Trenv kein Signalpeptid besitzt wird es

aller Wahrscheinlichkeit nach jedoch an freien Ribosomen synthetisiert.

Die Tatsache, dass ein einziger Nukleotidaustausch in Xq22.3 HERV-W env grundlegende
Anderungen der Eigenschaften des Xq22.3 HERV-W Env Proteins nach sich zieht, gibt zu
Spekulationen Anlass, inwiefern Mutationen im Bereich des Stop-Kodons an Position 39
des Xg22.3 HERV-W env Gens zu einer Rekonstitution eines Volllangen Xq22.3 HERV-W

Env Proteins in vivo mit méglichen funktionellen Konsequenzen flihren kénnten. Bislang
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wurden jedoch keine Mutationen im Bereich des Stop-Kodons an Position 39 des Xg22.3

HERV-W env Gens beschrieben.

AbschlieBend stellt sich die wichtige Frage einer Expression von N-Trenv in vivo.
Diesbezliglich konnten wir in eigenen immunhistochemischen Untersuchungen bereits
vertffentlichte Befunde erneut bestatigen und zeigen, dass der monoklonale Anti HERV-
W Env Antikorper 6A2B2 sowohl ein in humanem Plazentagewebe (Blond et al., 2000) als
auch in akuten MS-Lasionen (Antony et al., 2007a; Antony et al., 2004; Mameli et al.,
2007) exprimiertes Antigen detektiert. Dieses Antigen war in einer akuten MS-Lasion in
aktivierten Mikrogliazellen/Makrophagen, mononukledaren Zellen und Endothelzellen
nachweisbar. In unseren Handen detektierte 6A2B2 im western blot und in der
Immuncytochemie transient exprimiertes N-Trenv, nicht aber Syncytin-1. Diese Befunde
stehen im Einklang mit der bereits erwéhnten Tatsache, dass die Aminosauresequenz
gegen die 6A2B2 gerichtet ist nur 2 mismatches mit Xg22.3 HERV-W Env, jedoch 38
nicht-tbereinstimmende Aminosauren mit Syncytin-1 aufweist. Dariber hinaus zeigte
sich in Doppelfarbungen von Plazentagewebe mit 6A2B2 und einem polyklonalem Anti-
Syncytin-1 Serum eine unterschiedliche Lokalisation der detektierten Antigene.
Insgesamt stellen diese Daten starke Argumente daflir dar, dass es sich bei dem von
6A2B2 in vivo detektiertem Antigen nicht um Syncytin-1, sondern um ein anderweitiges
HERV-W Env Protein, i.e. N-Trenv, handeln kénnte. Grundsatzlich ist es methodisch
jedoch ausgeprochen schwierig definitiv zu kldaren, von welcher der oft zahlreichen
genomischen Kopien innerhalb einer HERV-Familie ein exprimiertes HERV Protein
abstammt. Letztlich wéare es hierfir notwendig die Aminosauresequenz eines
exprimierten HERV-Proteins zu bestimmen und diese daraufhin auf Grund spezifischer
Aminosaurenmotive einem bestimmten chromosomalem HERV Genlocus zuzuordnen,
ahnlich der oben beschriebenen Methodik zur Zuordnung von HERV mRNA Transkripten.
De facto konnte ein solcher Beweis bislang flir kein einziges exprimiertes HERV Protein

(auch nicht fir Syncytin-1) gefihrt werden. Zusammenfassend sind unsere Daten, auch
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wenn sie diese nicht formal beweisen, vereinbar mit einer in vivo Expression von N-

Trenv.

Bisherige Untersuchungen zu im menschlichem Organismus exprimierten endogen
retroviralen Proteinen konzentrierten sich insbesondere auf diejenigen HERV Elemente im
humanem Genom mit einem ununterbrochenem offenem Leserahmen flir komplette
retrovirale Proteine (de Parseval und Heidmann, 2005; Ruprecht et al., 2008c). Es gibt
jedoch einzelne Beispiele, die daflir sprechen, dass auch von defekten HERV loci
abstammende z.T. stark verkirzte Proteine eine biologische Funktion haben kdnnten
(Schiavetti et al., 2002). Eine weitere wichtige Schlussfolgerung dieser Untersuchung ist,
dass auch die im Vergleich zu HERV loci mit kompletten offenen Leserahmen
zahlenmaBig sehr viel haufigeren HERV loci mit defekten oder trunkierten offenen
Leserahmen o6fters als bisher vermutet in der Lage sein kénnten, Fragmente von HERV
Proteinen zu produzieren, die eine physiologische oder pathologische Rolle im humanem

Organismus spielen kénnten.

3.4. MSRV/HERV-W und MS - Aktueller Stand

Die bisherige Entwicklung und der aktuelle Kenntnisstand zur mdglichen Rolle von
MSRV/HERV-W bei der MS |lasst sich abschlieBend folgendermaBen kurz
zusammenfassen: Bei dem in den 1990er Jahren unternommenem Versuch, ein MS-
assoziiertes Retrovirus (MSRV) zu identifizieren, wurde, gemaB der hier dargestellten
Ergebnisse, kein infektidses, replikationskompetentes, exogenes, ,neues" Retrovirus im
Sinne eines putativen ,MS-Erregers" entdeckt. Allerdings flihrte die Beschreibung von
RVLPs, reverser Transkriptase Aktivitat und spater auch retroviralen Sequenzen bei
Patienten mit MS letztlich zur Entdeckung einer neuen HERV Familie, HERV-W.
Interessanterweise kénnte einem von dieser Familie enkodiertem Env Protein in der Tat
eine mogliche pathogenetische Relevanz bei der MS zukommen. Insbesondere zeigte sich
in neuropathologischen Untersuchungen die Expression eines HERV-W Env Proteins in

akuten MS Ldsionen. Darliber hinaus legen funktionelle Untersuchungen mit dem
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Vollldangen HERV-W Env Protein Syncytin-1 nahe, dass dieses Protein einen Untergang
von Oligodendrozyten mit konsekutiver Demyelinisierung bewirken kann. Wahrend
bislang davon ausgegangen wurde, dass Syncytin-1 (Genname: ERVWE1l) das einzige
von der HERV-W Familie produzierte Env Protein und somit auch das in MS-Lasionen
exprimierte HERV-W Env Protein darstellt, konnten wir einen HERV-W env locus auf
Chromosom Xq22.3 identifizieren (Genname: ERVWE2), der in der Lage ist, ein N-
terminal trunkiertes HERV-W Env Protein (Proteinname: N-Trenv) ex vivo zu produzieren.
Unsere Daten sind vereinbar mit der Auffassung, dass dieses Protein auch in vivo
exprimiert werden kénnte und es sich bei dem in MS Lasionen nachweisbarem HERV-W
Env Protein um N-Trenv handeln kdnnte. Zukinftige Untersuchungen sollten die exakte
Identitat des in MS-Lasionen exprimierten HERV-W Env Proteins genauer kldren um
davon ausgehend die madgliche pathogenetische Relevanz dieses Proteins bei der MS

weiter untersuchen zu kénnen.
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4, Zusammenfassung

Die Multiple Sklerose (MS) ist eine chronisch-entziindliche und demyelinisierende
Erkrankung des zentralen Nervensystems. Auch wenn die Atiologie der MS unverstanden
ist, sprechen zahlreiche Befunde dafiir, dass die MS auf dem Boden einer komplexen
Interaktion von genetischen und Umweltfaktoren entsteht. Als ein méglicherweise bei der
MS relevanter Umweltfaktor wurde in den 1990er Jahren, ausgehend von in
Zellkulturiberstanden und Plasma von Patienten mit MS nachgewiesenen retroviralen
RNA Sequenzen, ein MS-assoziertes Retrovirus (MSRV) beschrieben. In der Folge stellte
sich heraus, dass MSRV Sequenzen eine hohe Ahnlichkeit zu einer Familie humaner
endogener Retroviren (HERV), HERV-W, haben. HERVs sind Relikte von im Laufe der
Evolution stattgehabten Keimbahninfektionen durch exogene Retroviren, die sich stabil in
das humane Genom integriert haben. Verschiedene Arbeiten legten sowohl eine mdgliche
Rolle eines putativen MSRV Envelope (Env) Proteins als auch eines Volllangen HERV-W
Env Proteins (Syncytin-1) bei der MS nahe. Insbesondere konnte in immunhistologischen
Untersuchungen die Expression eines HERV-W Env Proteins in akuten MS-Lasionen
nachgewiesen werden. Vor diesem Hintergrund wurden in der vorliegenden kumulativen
Habilitationsschrift verschiedene Kernfragen zu MSRV/HERV-W und deren mdglicher

Bedeutung fir die MS in Originalarbeiten untersucht.

Zunachst wurde die Regulation der Expression von HERV-W Proteinen durch anderweitige
virale Erreger am Beispiel des Herpes simplex Virus Typ 1 (HSV-1) analysiert, wobei
gezeigt werden konnte, dass eine Infektion mit HSV-1 u.a. zu einer Induktion eines
HERV-W Env Proteins in neuronalen und endothelialen Zellkulturen fihrt. Nachdem fur
das HERV-W Env Protein Syncytin-1 oligodendrotoxische und proinflammatorische
Eigenschaften beschrieben wurden, kdnnte eine Heraufregulation dieses Proteins durch

HSV-1, oder auch anderweitige virale Erreger, eine fir die MS relevante Rolle spielen.

Das genaue Verhaltnis von MSRV und HERV-W sowie der Status von MSRV als

retroviraler Entitdt waren bislang ungeklart, insofern war ein zentrales Thema der hier
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dargestellten Arbeiten die Aufklarung der Identitéat von MSRV. Sollte es sich bei MSRV um
ein infektidses, exogenes Retrovirus handeln, ware zu erwarten, dass sich bei infizierten
Individuen eine Immunantwort gegen MSRV findet. In einer diesbeziiglichen
Untersuchung zeigte sich jedoch, dass weder Patienten mit MS noch Kontrollen relevante

humorale oder zellulare Immunantworten gegen MSRV/HERV-W Proteine aufweisen.

In einer weiteren Arbeit wurde an Hand der humanen Keinzelltumor-Zelllinie Tera-1,
welche von der HERV-K (HML2) Familie enkodierte retrovirale Partikel produziert, die
Verpackung von HERV Transkripten in retrovirale Partikel studiert. Aus den Ergebnissen
dieser Untersuchung konnte geschlossen werden, dass die vormalige Annahme, dass die
als ,MSRV" bezeichneten RNA Sequenzen auch fiir ,MSRV-Partikel® kodieren, sich in

dieser Form nicht aufrecht erhalten lasst.

Zusatzlich wurde die zentrale Frage des Ursprungs der publizierten MSRV env Sequenzen
durch eine systematische Analyse transkribierter HERV-W env loci sowie publizierter
MSRV env Sequenzen bearbeitet. Ein wichtiges Ergebnis dieser Arbeit war, dass
samtliche publizierten MSRV env Sequenzen sich auf Transkripte verschiedener
genomischer HERV-W loci bzw. in vitro Rekombinationen unterschiedlicher HERV-W

Transkripte zurlickfUhren lassen.

Im Rahmen unserer Untersuchungen konnte ein auf Chromosom Xq22.3 gelegener
transkribierter HERV-W env locus identifiziert werden, der nach einem einzigem
vorzeitigem N-terminalem Stop-Codon einen langen offenen Leserahmen fir ein 475
Aminosauren langes N-terminal trunkiertes HERV-W Env Protein besitzt. In einer
weiteren Arbeit konnte abschlieBend gezeigt werden, dass der Xq22.3 HERV-W env locus
(ERVWE2) in der Lage ist, ex vivo ein N-terminal trunkiertes HERV-W Env Protein (N-
Trenv) zu produzieren. Durch Reversion des vorzeitigen Stop-Kodons in Xq22.3 HERV-W
env konnte zudem ein Volllangen Xq22.3 HERV-W Env Protein rekonstituiert und dessen

Eigenschaften im Vergleich zu N-Trenv charakterisiert werden. Die Ergebnisse zusatzlich
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durchgefihrter immunhistochemischer Untersuchungen sind vereinbar mit einer

Expression von Xq22.3 HERV-W Env in MS-Lasionen in vivo.

Zusammenfassend sprechen die hier dargestellten Befunde klar gegen die Annahme,
dass es sich bei MSRV um ein infektidses, replikationskompletentes, exogenes Retrovirus,
im Sinne eines ,MS-Erregers" handelt. Auf der anderen Seite liegen jedoch Hinweise
daflir vor, dass einzelne HERV-W Proteine eine pathophysiologisch relevante Rolle bei der
MS spielen kénnten. In diesem Zusammenhang konnte ein HERV-W env Gen (ERVWE2)
charakterisiert werden, das die Fahigkeit zur Expression eines neu entdeckten HERV-W
Env Proteins (N-Trenv) besitzt. Unsere Daten sind vereinbar mit der Auffassung, dass es
sich bei dem in MS-Lasionen exprimiertem Protein um N-Trenv handeln kdnnte. Die
exakte Identitét des in MS-Lasionen exprimierten HERV-W Env Proteins sollte in
zukinftigen Untersuchungen genauer geklart werden um davon ausgehend die mégliche

pathophysiologische Relevanz dieses Proteins bei der MS weiter untersuchen zu kdénnen.
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