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ZUSAMMENFASSUNG

Titel: Funktionelle und molekulare Charakterisierung des Humanen Endogenen

Retrovirus K113 Autor: Nadine Beimforde

Abstract

Das Humane Endogene Retrovirus K113 ist das vollstandigste HERV, welches
derzeit bekannt ist. Es besitzt offene Leserahmen fir alle viralen Proteine und liegt in
ca. 15 % der menschlichen Bevolkerung integriert auf Chromosom 19 vor. Um dieses
Provirus molekular und funktionell zu charakterisieren, wurde das komplette Genom
in einen eukaryontischen Plasmidvektor kloniert. Durch die substantiell vorhandene
LTR-Promotoraktivitat des Provirus konnte die Transkription genauer untersucht
werden. Zusatzlich war es mdglich in mit dem Molekularklon transfizierten Zellen
einzelne virale Proteine nachzuweisen. HERV-K113 ist nicht replikationskompetent,
unter anderem besitzt das Provirus inaktivierende Mutationen in dem Reverse
Transkriptase (RT) Gen. Die RT kann zwar durch Reversion dieser Mutationen
wieder aktiviert werden, jedoch ist dies nicht ausreichend, um die
Replikationskompetenz des Virus wieder herzustellen.

Ebenfalls besitzt das Provirus ein nicht-funktionelles Oberflachenprotein. Durch
Ruckmutationen von postinsertionellen Aminosaure-Anderungen, identifiziert durch
Sequenzvergleiche mit anderen Proviren der HERV-K(HML-2) Familie, konnte hier
jedoch das urspringliche HERV-K113 Oberflachenprotein rekonstituiert werden.
Unterstitzend durch eine Kodonoptimierung konnte gezeigt werden, dass das
rekonstruierte Env seine Fahigkeit wiedererlangt hat in Partikel eingebaut zu werden
und den Eintritt des Virus in die Zelle initialisiert. Zusatzlich wurden die Verbesserung
des Einbaus bei der Pseudotypisierung von lentiviralen Vektoren und die Erhdhung
der Fusogenitat durch carboxyterminale Verkirzungen des Env festgestellt.

Fur Replikationsuntersuchungen eines weiteren endogenen Retrovirus, dem XMRV
(Xenotropic Murine Leukemia Virus-related Virus), welches als exogenes Virus
offenbar den Menschen infizieren kann, wurde zunachst eine Pravalenz-Studie in
deutschen Prostatakrebspatienten durchgefuhrt. Jedoch konnten weder auf DNA-
und RNA-Ebene XMRV-spezische Sequenzen noch in getesteten Serum-Proben

spezifische Antikorper detektiert werden.



Einleitung

Ein essentieller Teil des Replikationszykluses von Retroviren ist die Integration des
viralen Genoms in das Wirtsgenom. Wenn Keimzellen von Retroviren infiziert werden
kann es zu einer Endogenisierung des Virus kommen. Diese Endogenen Retroviren
(ERVs) werden dann wie die chromosomale Wirts-DNA nach den Mendelschen
Regeln vererbt (1). Im Laufe der Zeit erhielten diese integrierten Proviren immer
mehr meist inaktivierende Mutationen und Deletionen, die sie in ihrer
Transkriptionsfahigkeit beeinflussten. Letztendlich flhrten sie dazu, dass keine
replikationsfahigen endogenen Retroviren im menschlichen Genom bekannt sind (2,
3). Im Gegensatz zu den Menschen gibt es einige Tierarten, die sowohl
replikationskompetente exogene als auch endogene Formen desselben Retrovirus
aufweisen (4). Erst kirzlich wurde ein murines endogenes Retrovirus entdeckt,
welches in der Lage ist, menschliche Zellen zu infizieren und in Zusammenhang mit
Prostatakerbserkrankungen gebracht wurde (5, 6). Insgesamt besteht etwa 8 % des
menschlichen Genoms aus Sequenzen retroviralen Ursprungs (7, 8). Im Laufe der
Generationen proliferierten viele dieser Sequenzen durch Retrotransposition,
Reinfektion und Rekombinationsereignisse, was zu deutlich sichtbaren Sequenz-
Homologien, den HERV Familien fuhrte (9). Die jungste Familie ist die der HERV-
K(HML-2). Zugehorig zu ihr ist das HERV-K113, welches offene Leserahmen fur alle
viralen Proteine und nahezu identische LTR-Sequenzen besitzt (10). Das Provirus ist
nicht im menschlichen Genom fixiert, das heif3t nicht in jedem Menschen vorhanden,
wobei die Pravalenz von der Ethnizitat abhangt und in der afrikanischen Bevolkerung
mit bis zu 30 % am hdchsten liegt (10, 11, 12).

Ziel der Doktorarbeit war die Charakterisierung molekularer und funktioneller
Eigenschaften des Humanen Endogenen Retrovirus K113. Um dies zu verwirklichen,
sollte ein Molekularklon konstruiert werden, der es ermadglicht, das
Replikationspotential des Provirus in humanen und nicht-humanen Zellen zu
untersuchen. Zusatzlich sollten einzelne Proteine des Virus kloniert und ihre
Funktionen untersucht sowie wenn notig wiederhergestellt werden. Im Zuge eines
weiteren Teilprojektes dieser Arbeit sollte zunachst die Pravalenz von XMRYV, ein
replikationskompetentes murines endogenes Retrovirus, welches in Verdacht steht

Prostatakrebs im Menschen auszul6sen, untersucht werden.



Methodik

Zelllinien und Medium

Alle hier verwendeten Zelllinien wurden in Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM) komplettiert mit 10% fetal bovine serum (FBS), Penicillin (50 U/mL),
Streptomycin (50 pg/mL) und L-Glutamin (2mM) kultiviert. Die Transfektionen

erfolgten, falls nicht anders angegeben, mittels PolyFect Reagent (Qiagen).

Klonierungen, Kodonoptimierung, Mutagenesen

Um einen Molekularklon zu generieren, wurden 4 Uberlappende Fragmente
amplifiziert, welche die komplette HERV-K113 Provirus Sequenz, wie in (10)
beschrieben, plus 186 Nukleotide zusatzliche genomische Sequenz vor und 102
Nukleotide genomische Sequenz hinter der Integrationsstelle des Provirus auf
Chromosom 19p13.11 erfassten (siehe Fig.1, Publikation 1). Die Fragmente wurden
nacheinander in den Vektor pBluescript (+) SK kloniert und danach komplett
sequenziert, wobei festgestellt wurde, dass keine Unterschiede zu der in der
Genbank (Accession No. AY037928) publizierten Sequenz vorlagen.

Alle weiteren hier durchgefuhrten Klonierungen erfolgten, falls nicht anders
angegeben, durch spezifische Amplifikation mittels Pfu-Polymerase (Fermentas) und
anschlielender Ligation in den mit V5-Epitop versehenen Vektor pcDNAS3
(Invitrogen).

Die Kodonoptimierung wurde durchgefihrt von der Firma Geneart, Regensburg.

Alle hier beschriebenen Mutagenesen wurden mittels Multi Site-Directed
Mutagenesis Kit bzw. QuickChange Single Site-Directed Mutagenesis Kit nach

Herstellerangaben von Stratagene durchgeflhrt.

Detektion von HERV-K113 Transkripten

Zur Detektion von HERV-K113 spezifischen Transkripten in mit dem Molekularklon
transfizierten Zellen wurde total-RNA isoliert und mittels spezifischer Primer nach
Rec- bzw. Env-Transkripten gesucht. Dafur wurde das One Step RT-PCR-Kit von

Qiagen verwendet.



Untersuchung der Promotoraktivitét

FUr die Untersuchung der Promotoraktivtat der LTR in humanen Zellen wurden LTR-
Sequenzen von HERV-K113, HERV-K10 und KoRYV vor ein Luziferase Gen in einen
Reportervektor (pGL3 Basic, Promega) kloniert. HEK 293T und HelLa Zellen wurden
daraufhin mit den Konstrukten transient transfiziert. Zwei Tage spater folgte die
Zelllyse durch einen speziellen Puffer (CCLR Lysis Buffer, Promega) und die
anschlielRende Luziferase-Aktivitatsmessung nach den angegebenen Parametern

des Herstellers.

Northern Blot Analysen

Fir Northern Blot Experimente wurde total-RNA in einem Formaldehyd-Gel
aufgetrennt, auf eine positiv geladene Nylonmembran geblottet und anschlieend
durch UV-Bestrahlung fixiert. Zur Sondenherstellung wurde das Strip-EZ DNA Kit von
Ambion verwendet, wobei 25 ng linearisierte DNA (nt 595 bis nt 1072) verwendet und
nach Protokoll mit [a*?P] dATP radioaktiv markiert wurden. Nach der Hybridisierung
folgte die Detektion mittels Phosphoimager oder kommerzieller Réntgenfilme. Zum
Vergleich identischer Auftragsmengen wurde die Membran anschliefend nach

Herstellerangaben mit einer p-Aktin-Sonde rehybridisiert und erneut detektiert.

Western Blot Analysen

Zellen wurden zwei Tage nach der Transfektion lysiert, von Zelltrummern befreit und
durch ein SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. Nach dem Blotten der Proteine auf eine
PVDF-Membran erfolgte die Detektion mittels spezifischer Antikdrper. Der Nachweis
von im Uberstand befindlichen Viruspartikel erfolgte nach Aufkonzentrierung durch
zweistundige Ultrazentrifugation bei 4°C und 175.000xg durch ein 20%iges Sukrose-

Kissen.

Immunfluoreszenz-Mikroskopie

Zu untersuchende Zellen wurden auf Gelatine-beschichtete Deckglaschen in 12-well
Platten kultiviert und transfiziert, oder in 6-well Platten kultiviert, transfiziert und dann
in Chamber-Slides Uberfuhrt. 24 bis 48 Stunden nach der Transfektion wurden die
Zellen mit 2%igem Formaldehyd fixiert. Nach mehrmaligem Waschen folgte die

Permeabilisierung der Zellen durch Triton X-100 (0,5% in PBS). Nach erneutem



Waschen und der Blockierung der Proben erfolgte die Inkubation mit murinem bzw.
humanem Serum. AnschlieRend wurden die Proben extensiv gewaschen, mit dem
zweiten Fluorophor-konjugierten Antikorper inkubiert und erneut gewaschen, sowie
mit Mowiol eingebettet. Fur die mikroskopische Untersuchung der Proben wurde ein

Konfokales Laser-Scanning Mikroskop von Zeiss (LSM510) verwendet.

Replikationsuntersuchungen / Reverse Transkriptase (RT) Aktivitatsbestimmung

Zellkulturiberstande von transfizierten Zellen wurden bis zu 48 Tage nach der
Transfektion gesammelt und sterilfiltriert. Danach folgte die Bestimmung der RT-
Aktivitat mittels CAVIDI HS Mg®* RT Kit (Cavidi Tech AB) nach Angaben des
Herstellers.

Fur die Aktivitatsbestimmung der verschiedenen RT-Mutanten wurde zur
Proteinexpression das TnT T7 Quick Coupled Transcription/Translation System von
Promega verwendet. Die Aktivitatsbestimmung der Reversen Transkriptase erfolgte

anschlieffend wie beschrieben mittels Cavidi Kit.

Produktion pseudotypisierter SHIV Reporter-Viren

Die Vektoren pSlvec1AenvLuc und pSlvec1AenvGFP, pCMV-Rev und pSVIII-AKS
wurden zuvor beschrieben in (13). Um infektidse SHIV Partikel herzustellen wurden
8x10° HEK 293T Zellen mit 15ug pSlvec1AenvLuc, 5ug pCMV-Rev und 0,5ug eines
Env-Expressionsvektors mittels Calciumchlorid-Methode transfiziert. Nach zwei
Tagen wurde der Uberstand geerntet und bei 6000 rpm fiir 10 Minuten zentrifugiert

um restliche Zellen zu entfernen.

ELISA

Probind-96-well Platten (Becton Dickinson Labware Europe) wurden mit rekombinant
hergestellten Proteinen (XMRV-Gag bzw. XMRV-Env) beschichtet. Nach Blockierung
und dreimaligem Waschen der Platten erfolgte die einstiindige Inkubation des zu
testenden Patientenserums bei 37°C. Nach erneutem Waschen und einstindiger
Inkubation des zweiten HRP-konjugierten Antikorpers, erfolgte nach nochmaligem
Waschen die Zugabe des Substrats (OPD = chromogen ortho-phenylendiamin in
0,05 M Phosphatcitratpuffer). Funf bis zehn Minuten spater wurde die
Farbentwicklung mittels Zugabe von Schwefelsdure gestoppt und die Absorption bei

492nm/620nm in einem Mikrotiterplatten-Lesegerat gemessen.



Ergebnisse

Promotoraktivitdtsbestimmungen

Die HERV-K113 LTR zeigte in HEK 293T Zellen eine circa zweifach hdhere
Promotoraktivitat als die als aktiv beschriebene HERV-K10 LTR (Fig.2b, Publikation
1). Eine Verlangerung des LTR-Konstruktes Uber die Haupt-Splei3stelle des Provirus
resultierte in keiner signifikanten Veranderung der Reportergenaktivitat.
Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse, dass der HERV-K113 Promotor die
Eigenschaft behalten hat eine signifikante Transkription in humanen Zellen zu

initiieren.

Untersuchungen des Transkriptionsverhaltens

Die substantielle Promotoraktivitat in den Reportergenkonstrukten lasst eine aktive
Transkription des Provirus vermuten. Unter Anwendung einer spezifischen RT-PCR
konnten gespleite env- und rec-Transkripte in Zellen, transfiziert mit dem
Molekularklon, nachgewiesen werden (Fig.3a, Publikation 1). Durch die
Sequenzierung der amplifizierten HERV-K113 cDNA konnten die Positionen der
Spleillstellen identifiziert werden. Fir die weitere Charakterisierung der Transkription
wurden Northern Blot Analysen mit einer HERV-K113 spezifischen, vor der Haupt-
Spleillstelle liegenden Sonde durchgefuhrt. Es konnten Banden fur Volllangen-, env-
und rec-Transkripte identifiziert werden, die mit den in (14) publizierten GroRen
ubereinstimmten (Fig.3b, Publikation 1). Ein viertes schwacheres Signal zeigte
hochstwahrscheinlich das wenig dokumentierte hel-Transkript. HERV-K113
produziert somit alle HERV-K(HML-2) Klasse 2 Transkripte, welche zuvor in (15)

beschrieben wurden.

Expressionsstudien der einzelnen Proteine

Durch die Klonierung der einzelnen viralen Gene in einen V5-Epitop enthaltenden
Vektor war es moglich fast alle Proteine in Lysaten von transfizierten Zellen
nachzuweisen (Fig.4, Publikation 1). Ebenfalls konnte die Detektion von Env und Rec
mittels spezifischer Antikdrper in mit dem Molekularklon transfizierten Zellen mittels
Western Blot Analysen bzw. Immunfluoreszenzfarbungen gezeigt werden. Hierbei
konnte Rec wie erwartet sowohl im Zellkern als auch im Zytoplasma nachgewiesen

werden.



Replikationsuntersuchungen und Aktivierung der Reversen Transkriptase (RT)

Um das Replikationspotenzial von HERV-K113 zu untersuchen, wurden HOS Zellen
mit dem HERV-K113 Molekularklon sowie einem zur Kontrolle dienenden
replikationsfahigen HIV-1 Volllangenklon und dem Leervektor transfiziert. Im
Gegensatz zu den mit HIV-1 transfizierten Zellen wiesen Zellen, transfiziert mit
HERV-K113, keine RT-Aktivitat in den Zellkulturiberstanden auf (Fig.5, Publikation
1). Gleiche Ergebnisse zeigten Transfektionen von verschiedenen anderen Zellen.
Somit ist HERV-K113 nicht in der Lage infektidse und replikationsfahige Partikel zu
generieren. Um die Replikationsinkompetenz von HERV-K113 weiter zu
charakterisieren, wurde die Funktionalitat der RT genauer untersucht. Da keine RT-
Aktivitat messbar war, wurde die Aminosauresequenz der HERV-K113 RT mit der in
(16) als aktiv beschriebenen HERV-K10.1 RT verglichen und in sechs abweichenden
Aminosauren an die aktive Sequenz angepasst. Dieses Konstrukt wies im Gegensatz
zu der unveranderten Sequenz eine deutliche RT-Aktivitat in transfizierten Zellen auf
(Fig.6, Publikation 1). Mutationen der sechs Aminosauren im HERV-K113

Molekularklon erbrachten jedoch keine Anderung in der Replikationsfahigkeit.

Expressionssteigerung und Rekonstruktion des urspriinglichen HERV-K113 Env

Das interne Spleilden, der geringe GC-Gehalt, sowie die selten verwendeten Kodons
sind die Ursachen der schlechten HERV-K(HML-2) Env Proteinexpression in CMV-
Promotor angetriebenen Vektoren. Um dieser Limitierung zu entgehen wurde eine
Kodonoptimierung durchgefiihrt. Damit konnte die Expression um circa das 50-fache
gesteigert und eine bessere Charakterisierung des Proteins gewahrleistet werden
(Fig.2, Publikation 2). Um postinsertionelle Mutationen in der Aminosauresequenz
des HERV-K113 Oberflachenproteins zu identifizieren und daraufhin in der
kodonoptimierten Version zu ersetzen, wurde diese mit zehn anderen gut erhaltenen
Env-Sequenzen von humanspezifischen Endogenen Elementen verglichen (Fig.3,
Publikation 2). Zur Differenzierung zwischen realen Polymorphismen im
urspriinglichen Virus und postinsertionellen Anderungen wurde angenommen, dass
ein gemeinsamer Polymorphismus dann vorlag, wenn zwei oder mehrere Elemente
dieselbe Aminosaure aufwiesen. Wenn kein oder nur ein Element denselben
Aminosaureaustausch aufwies wie das HERV-K113 Env, so handelte es sich um

eine postinsertionelle Mutation. Insgesamt wurden acht solcher Positionen
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identifiziert, geandert und somit das urspringliche Oberflachenprotein von HERV-

K113 hergestellt, welches zum Zeitpunkt der Integration im humanen Genom vorlag.

Untersuchung der Inkorporationsféhigkeit von Env durch C-terminale Verkiirzung

Durch die Eliminierung der postinsertionellen Mutationen konnte nun das HERV-
K113 Env mit dem ursprunglich vorherrschenden Oberflachenprotein im Hinblick auf
den Partikeleinbau untersucht werden, wobei sich zeigte, dass nur das rekonstruierte
ursprungliche Protein in SHIV-Partikel inkorporiert wird. Da bereits flr einige
Retroviren beschrieben wurde, dass durch eine C-terminale Verkirzung der
cytoplasmatischen Region der Partikeleinbau sowie die Fusogenitat des Envs
begunstigt wird (17-19), sollte dies ebenfalls untersucht werden. Dazu wurden drei
verschiedene Mutanten mit C-terminalen Verklurzungen hergestellt. Hierbei zeigte
sich, dass neben einer vergleichbaren Expression der einzelnen zu testenden
Oberflachenproteine in den Zelllysaten der Einbau der verkirzten Proteine in die
viralen Partikel drei- bis funffach effizienter war als der Einbau der urspringlichen
Sequenz (Fig.5, Publikation 2). Die Mutante mit der grof3ten C-terminalen Deletion
zeigte den besten Einbau in die SHIV-Partikel. Insgesamt konnten diese Ergebnisse
demonstrieren, dass eine progressive C-terminale Verkirzung des HERV-K

Oberflachenproteins die Partikelassoziation begunstigt.

Detektion von XMRV-Antikérper in Serumproben von Prostatakrebspatienten

Um die Pravalenz des in humanen Zellen replikationsfahigen endogenen murinen
Retrovirus XMRV in deutschen Prostatakrebspatienten zu untersuchen wurden
insgesamt 146 Seren sowie funf Seren von gesunden Spendern in einem speziell fur
die Detektion von XMRV Gag- und Env-spezifischen Antikdrpern entwickelten ELISA
getestet. Keines der Seren zeigte eine positive Antikdrperreaktion auf das im ELISA
verwendete rekombinant hergestellte XMRV Env, wobei ein Patientenserum sehr
stark auf das eingesetzte rekombinante XMRV Gag reagierte. Dies konnte jedoch
durch den Einsatz des Serums in der Immunfluoreszenz von HEK 293T Zellen, die
entweder mit dem Volllangenkonstrukt von XMRYV, oder mit den einzelnen
rekombinanten Proteinen Gag und Env transfiziert wurden, als falsch positiv erkannt
werden. Alle anderen Seren wurden ebenfalls negativ fur eine AntikOrperreaktion

gegen XMRV Gag getestet.
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Diskussion

Von allen humanen Endogenen Retrovirus Familien besitzt HERV-K(HML-2) die
jungsten und am besten erhaltenen Mitglieder (20, 21). Bisher konnte jedoch noch
keine provirale Sequenz im humanen Genom gefunden werden, die in der Lage ist
replikationskompetente Partikel zu bilden. Die Herstellung zweier in silico
konstruierter Konsensussequenzen basierend auf HERV-K(HML-2) Elementen zeigt
aber, dass diese Familie prinzipiell die Fahigkeit besitzt retrovirale Partikel zu bilden,
die in der Lage sind heutige humane und nicht-humane Zellen zu infizieren (22, 23).
Durch den Nachweis und die Amplifikation gespleiter env- und rec-mRNA in mit
HERV-K113 transfizierten Zellen konnten die in (24) vermuteten Spleil3stellen
bestatigt werden. Anhand der Untersuchung des Transkriptionsverhaltens,
angetrieben durch den in der 5LTR vorhandenen aktiven viralen Promotor, zeigte
sich, dass das HERV-K113 Volllangentranskript aufgrund seiner Zugehdrigkeit zum
HERV-K(HML-2) Subtyp 2 dementsprechend grofer ist als Volllangentranskripte des
Subtyps 1, welche eine charakteristische Deletion von 292 Basenpaaren besitzen
(25, 26). Des Weiteren konnten nahezu alle viralen Proteine nachgewiesen werden.
Die Reverse Transkriptase von HERV-K113 ist enzymatisch inaktiv und auf
Proteinebene in transfizierten Zellen nicht nachweisbar. Dementsprechend konnte
ebenfalls keine Replikationsaktivitat detektiert werden. Jedoch konnte die RT-
Aktivitat durch das Angleichen der HERV-K113 Sequenz von sechs Aminosauren an
eine als aktiv beschriebene RT wiederhergestellt werden. Durch Mutationen der
ersten drei bzw. der letzten drei Aminosauren wurde deutlich, dass nicht nur eine
einzige Aminosaureanderung fur die Aktivierung verantwortlich ist, sondern
mindestens zwei Anderungen dabei eine Rolle spielen. Die Korrektur dieser sechs
Mutationen im Molekularklon reichte nicht flr eine Wiederherstellung der
Replikationfahigkeit. Ebenfalls konnten in ultrazentrifugiertem Uberstand von mit
diesem HERV-K113 Klon transfizierten Zellen weder RT-Aktivitat noch Env-Protein
nachgewiesen werden. Dies lasst darauf schlieRen, dass der fehlende Env-Einbau
ebenfalls zu den Hauptfaktoren fir die ineffektive Partikelbildung und den Verlust der
Replikationsfahigkeit zahlt.

Die schlechte Proteinexpression in Saugerzellen und der Einfluss der
postinsertionellen Mutationen waren die zwei Hauptgrinde, die eine wesentliche
Charakterisierung des HERV-K(HML-2) Oberflachenproteins bisher erschwerten

(27). Die Verwendung einer synthetischen DNA Sequenz, optimiert fur Saugerzellen,
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erhohte die Expression des HERV-K113 Env um circa das 50-fache.
Kodonoptimierung wurde schon vorher erfolgreich flr Expressionssteigerungen von
anderen retroviralen Proteinen verwendet (28, 29). Nach unseren Erkenntnissen und
vorher publizierten Daten lasst sich trotz Zelloberflachenexpression das HERV-K113
Env nicht in pseudotypisierte lentivirale Partikel einbauen (30), was wahrscheinlich in
einer inkorrekten Faltung durch postinsertionale Mutationen begrindet liegt. Durch
die Anwendung eines speziellen Algorithmus konnten postinsertionelle Mutationen
erkannt und ausgetauscht werden. Durch die Herstellung der urspringlichen
Proteinsequenz war die Inkorporation in pseudotypisierte Partikel moglich, was die
funktionelle Wiederherstellung verdeutlicht. Eine Verkiarzung der cytoplasmatischen
Region, wie es bei anderen Retroviren ebenfalls schon gezeigt wurde (17, 19, 31),
hatte einen besseren Einbau in die lentiviralen Partikel zur Folge und erhohte die
Infektidsitat um mehr als ein 100-faches. Der hier zugrundeliegende Mechanismus ist
bisher weitgehend ungeklart. Es konnte jedoch auch an einer besseren
Transportkinetik oder einer schwacheren Endozytoserate der Mutante liegen.

Obwohl HERV-K113 durch mehrere Defekte replikationsinkompetent ist, kann nicht
ausgeschlossen werden, dass eine natlrliche Variante existiert, die in allen
Proteinen funktionell ist. Zudem ist es mdoglich, dass infektiose Retroviren in vivo
durch Rekombinationen zwischen partiell inkompetenten Proviren entstehen kdnnen
(22). Die Infektionen humaner Zellen durch HERV-K(HML-2) Konsensussequenzen
(22, 23) und der Zusammenhang dieser Elemente in der Entwicklung von einigen
Krebs- und Autoimmunerkrankungen (32-34) zeigen die Notwendigkeit weiterer
Untersuchungen.

Um Untersuchungen im Hinblick auf die Replikation eines anderen endogenen
Retrovirus durchzuflihren welches in der Lage ist in humanen Zellen zu replizieren,
wurde zunachst die Pravalenz von XMRYV in Prostatakrebspatienten untersucht. In
dieser Studie konnte jedoch keines der getesteten Seren positiv fur eine XMRV-
Infektion befunden werden. Ebenfalls konnten weder auf DNA- noch auf RNA-Ebene
XMRV-spezifische Sequenzen gefunden werden. Eventuell kénnte es hierflr
geographische Hintergruinde geben, da zwei voneinander unabhangige XMRV-
Studien in amerikanischen Prostatakrebspatienten eine Pravalenz von bis zu 23%
zeigten (5, 6). Weiterhin ungeklart und von Interesse ist die Frage, ob ein mit den
murinen endogenen Retroviren verwandtes Virus wie XMRV im Menschen Tumore

induziert kann.
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