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1 Zusammenfassung & Abstract

1.1 Zusammenfassung

Die Multiple Sklerose (MS) ist eine chronisch-entziindliche demyelinisierende Erkrankung
des zentralen Nervensystems. Die Atiologie der MS ist bislang ungeklirt, jedoch spielen in
ihrer Entstehung sowohl genetische als auch Umweltfaktoren eine Rolle. Hierbei wird auch
eine Beteiligung von Retroviren diskutiert. Retrovirus—éhnliche Partikel, die reverse
Transkriptase Aktivitdt enthalten, wurden erstmals 1989 in einer leptomeningealen Zellinie
von einer Patientin mit MS beschrieben. Nachdem spéter Partikel-assoziierte retrovirale Se-
quenzen aus Zellkulturiiberstinden und dem Plasma von Patienten mit MS amplifiziert wer-
den konnten, wurden diese als MS-assoziiertes Retrovirus (MSRV) bezeichnet. Kurz darauf
stellte sich heraus, dass MSRV Sequenzen eng verwandt mit einer neuen Familie humaner
endogener Retroviren (HERV-W) sind. HERVs sind stabil in die menschliche DNA integ-
rierte retrovirale Sequenzen, machen ungefédhr 8% des humanen Genoms aus und gehen auf

Infektionen der Keimbahn durch exogene Retroviren im Verlauf der Evolution zuriick.

Verschiedene Studien erbrachten starke Hinweise auf eine mogliche pathogenetische Rele-
vanz des MSRV Envelope (Env) Proteins sowie eines von einer HERV-W Kopie auf Chr.
7q21.2 enkodierten Env Proteins (Syncytin-1) bei der MS. Nichtsdestotrotz war die exakte
Beziehung zwischen MSRV und HERV-W bislang unklar. Handelt es sich bei MSRV um
ein exogenes Retrovirus, das mit einer endogenen Retrovirus-Familie eng verwandt ist?
Koénnte MSRYV alternativ auf endogene HERV-W Sequenzen zuriickgehen? Ist MSRYV iiber-

haupt ein unabhéngiges replikationskompetentes Retrovirus?

Wire MSRYV ein mit der MS-assoziertes exogenes Retrovirus, sollten sich bei Patienten mit
MS spezifisch MSRV-env RNA Transkripte nachweisen lassen. Allerdings besitzen jedoch
auch 13 der iiber 100 HERV-W Loci im humanen Genom Volllingen env Gene, welche
ebenfalls RNA Transkripte produzieren konnten und somit den Nachweis von MSRV-env
erschweren. Vor diesem Hintergrund wurde in dieser Arbeit untersucht, welche HERV-W-
env Loci in mononukledren peripheren Blutzellen (PBMC) von Patienten mit MS und ge-
sunden Kontrollen transkriptionsaktiv sind und ob bei Patienten mit MS spezifisch MSRV-

env RNA Transkripte nachweisbar sind.
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Mittels RT-PCR mit degenerierten Primern wurden MSRV/HERV-W-env mRNA Transkrip-
te von vier Patienten mit MS und vier gesunden Kontrollen amplifiziert, kloniert und se-
quenziert. Die erhaltenen Sequenzen (n = 332) wurden anschlieend anhand charakteristi-
scher Sequenzunterschiede zwischen einzelnen HERV-W-env Loci individuellen HERV-W
Proviren im humanen Genom zugeordnet. Hierdurch konnten insgesamt 7 transkriptionsakti-
ve HERV-W-env Loci in humanen PBMC’s identifiziert werden, darunter auch der Syncy-
tin-1 Locus auf Chromosom 7g21.2. Interessanterweise weisen bis auf den Syncytin-1 Locus
alle anderen 6 transkriptionsaktiven HERV-W-env Loci die Struktur prozessierter Pseudoge-
ne ohne erhaltenen viralen Promotor auf. Hinsichtlich der Transkriptionsaktivitdt der einzel-
nen Proviren bestanden keine wesentlichen Unterschiede zwischen Patienten und Kontrollen.
Uberraschenderweise ergab eine detaillierte Analyse der sequenzierten Klone mittels multip-
ler Alignments jedoch einen relativ hohen Anteil (ca. 30 %) von am ehesten ex-vivo entstan-

denen Rekombinationen zwischen unterschiedlichen HERV-W-env Loci.

Unter Berlicksichtigung dieser Ergebnisse wurden die bisher in der Literatur beschriebenen
MSRV Sequenzen re-analysiert. Hierbei konnte gezeigt werden, dass alle sog. MSRV Se-
quenzen entweder auf einzelne (transkriptionsaktive) HERV-W Loci oder aber Rekombina-

tionen zwischen HERV-W Loci zuriickgehen.

Interessanterweise weist ein HERV-W-env Locus auf Chr. Xq22.3, welcher ma3geblich an
den MSRV-env Sequenzen beteiligt ist, einen offenen Leserahmen fiir ein 475 Aminosiuren
grofles Env Protein auf. Durch eine orientierungsspezifische reverse Transkription wurde ge-
zeigt, dass die Transkripte dieses HERV-W Locus eine fiir eine mogliche Proteinsynthese
korrekte Orientierung besitzen. Im Gegensatz zum Volllingen HERV Env Protein ist das
Xq22.3 HERV-W Env Protein durch ein Stop-Kodon N-terminal trunkiert. Exakt dieses Stop
Kodon ist bei einem der bislang beschriebenen MSRV-env Klone mutiert, so dass dieser
Klon fiir ein Vollldngen Env Protein kodiert. Bei einer Untersuchung von genomischer DNA
von 10 Patienten mit MS und 10 gesunden Kontrollen wurde eine mit diesem MSRV Klon
identische Mutation, welche das Stop-Kodon im HERV-W Xq22.3 env Locus eliminieren
wiirde, jedoch nicht angetroffen. Allerdings wurde ein neuer single nucleotide polymorphism
(SNP) im HERV-W Xq22.3 env Locus beschrieben, welcher bei Kontrollen tendenziell hau-
figer als bei Patienten mit MS auftrat (p = 0,07). Die abschlieBende Relevanz dieses neu
identifizierten SNP bei der MS miisste in Untersuchungen mit einer groBeren Fallzahl ge-

klart werden.



Zusammenfassung & Abstract 16

Zusammenfassend sprechen die Ergebnisse dieser Arbeit dafiir, dass die bisher als ,,MSRV*
bezeichneten Sequenzen von (z.T. rekombinierten) Transkripten von HERV-W Loci im hu-
manen Genom abstammen. Diese Befunde haben wichtige Konsequenzen fiir die mogliche
pathogenetische Rolle von MSRYV bei der MS. Es ist sehr unwahrscheinlich, dass die als
»MSRV* bezeichneten Sequenzen auf ein replikationskompetentes, exogenes Retrovirus zu-
riickgehen. Jedoch konnten von einem Provirus auf Chromosom Xq22.3 stammende
Transkripte ein Env Protein kodieren, welches mit der surface Region von MSRV Env (fiir
das vormals bereits proinflammatorische Eigenschaften gezeigt wurden) weitgehend iiber-
einstimmt. Bemerkenswerterweise sind dariiberhinaus die in vorangegangenen Arbeiten zur
Herstellung von Antikorpern gegen MSRV Env verwendeten Sequenzen mit HERV-W Env
Xq22.3 identisch. Nachdem diese Antikorper eine spezifische Immunreaktivitdt in MS-
Lésionen zeigten, konnte dem HERV-W Xq22.3 Env Protein mdglicherweise eine pathoge-

netische Relevanz bei der MS zukommen.
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1.2 Abstract

Multiple sclerosis (MS) is a chronic inflammatory, demyelinating disease of the central
nervous system. So far, the aetiology of MS is unclear, but both genetic and environmental
factors seem to be involved. Concerning the latter, also retroviruses have been implicated in
MS. Retrovirus-like particles containing a reverse transcriptase activity were described for
the first time in 1989 in a leptomeningeal cell line derived from a patient with MS. After the
amplification of particle-associated retroviral sequences from cell culture supernatants and
plasma of patients with MS, these sequences were called MSRV (MS associated retrovirus).
Subsequently, MSRV sequences turned out to be closely related to a new family of human
endogenous retroviruses, HERV-W. HERVs are retroviral sequences which are stably inte-
grated in human DNA and account for about 8 % of the human genome. They trace back to

infections of the germline by exogenous retroviruses throughout evolution.

Different studies strongly indicate a possible pathogenetic role of the MSRV Envelope (Env)
protein as well as an Env protein encoded by a HERV-W copy on chromosome 7q21.2
(Syncytin-1) with MS. Nevertheless, the exact relationship between MSRV and HERV-W
has been unclear so far. Is MSRV an exogenous retrovirus closely related to an endogenous
retrovirus family? Could MSRV be derived from endogenous HERV-W sequences? Is

MSRYV an independent replication-competent retrovirus at all?

In case MSRV would be an exogenous retrovirus associated with MS, MSRV-env RNA tran-
scripts should be specifically detectable in patients with MS. However, 13 of over 100
HERV-W loci in the human genome, contain full-length env genes which may possibly pro-
duce RNA transcripts as well thus complicating the detection of MSRV-env. For these rea-
sons we here examined which HERV-W-env loci are trancriptionally active in peripheral
blood mononuclear cells (PBMC) of patients with MS and healthy controls. Furthermore, we
investigated whether MSRV-env RNA transcripts are specifically detectable in patients with
MS.

MSRV / HERV-W-env mRNA transcripts from 4 patients with MS and 4 healthy controls
were amplified, cloned and sequenced by RT-PCR with degenerated primers. The obtained
sequences (n=332) were assigned to individual HERV-W-env loci in the human genome us-
ing characteristic sequence differences between HERV-W proviruses. Thus, 7 transcription-
ally active HERV-W-env loci, including the Syncytin-1 locus on chromosome 7q21.2, could

be identified in human PBMC’s. Except for the Syncytin-1 locus, all remaining 6 transcrip-
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tionally active HERV-W-env loci have the structure of processed pseudogenes, lacking a vi-
ral promotor. Concerning the transcriptional activity of individual proviruses no substantial
differences between patients and controls were observed. However, a detailed analysis of the
clones by multiple alignments revealed a surprisingly large fraction ( approximately 30 %) of
chimeric sequences, most likely resulting from ex-vivo recombinations between different

HERV-W-env loci.

Based on these results, we re-analysed previously published MSRV sequences. It could be
shown that all so-called MSRV sequences are either derived from individual (transcription-

ally active) HERV-W loci or from recombinations between HERV-W loci.

Interestingly, a HERV-W-env locus on Chr. Xq22.3, which contributes significantly to sev-
eral MSRV-env sequences, contains an open reading frame (ORF) putatively encoding a 475
amino acid Env protein. By orientation — specific reverse transcription it could be shown that
transcripts from this HERV-W locus have the correct orientation for protein synthesis. In
contrast to the full — length HERV-W Env Protein Syncytin-1, the HERV-W Xq22.3 Env
protein is N-terminally truncated by a stop codon. Exactly this stop codon is mutated in one
of the previously described MSRV-env clones which thus can give rise to a full — length Env
protein. Examination of genomic DNA from 10 patients with MS and 10 healthy controls did
not reveal an identical stop codon eliminating mutation in the HERV-W Xq22.3 env locus.
Nevertheless, a new single nucleotide polymorphism (SNP) in the HERV-W Xq22.3 locus,
which seemed to be more frequent in controls than in patients with MS (p = 0,07), was iden-
tified. The relevance of this new identified SNP for MS needs to be clarified in studies with

higher case numbers.

In summary, our results indicate that the sequences previously called “MSRV” originate
from (partly recombined) transcripts of HERV-W loci in the human genome. This finding
has important consequences for the possible pathogenetic role of MSRV in MS. It is very
unlikely that the sequences called “MSRV” originate from a replication — competent, exoge-
nous retrovirus. However, transcripts of a provirus on Chr. Xq22.3 could possibly encode an
Env protein which is identical to the surface domain of MSRV Env, for which proinflamma-
tory effects have already been demonstrated. Remarkably, it turned out that the sequences,
which were used for the production of antibodies against MSRV Env, are identical to
HERV-W Xq22.3 Env. Considering the fact that these antibodies have revealed a specific
immunoreactivity in MS lesions, the HERV-W Xq22.3 Env protein could be of potential

relevance in the pathogenesis of MS.
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2 Einleitung

2.1  Multiple Sklerose

Die Multiple Sklerose (MS) ist eine, erstmals 1868 von dem franzdsischen Neurologen Jean-
Martin Charcot beschriebene (Charcot, 1868) chronisch inflammatorische Erkrankung des
zentralen Nervensystems, bei welcher es zu einer Zerstdrung der die Axone umgebenden
Myelinscheiden kommt. Die vielfach (= multipel) auftretenden und sich spiter in ,,sklero-
sierte* Glianarben umwandelnden Entmarkungsherde liegen in der weilen Substanz von
Gehirn und Riickenmark und koénnen so vielfiltige neurologische Symptome verursachen.
Die Erkrankung tritt meist zwischen dem 25. und 35. Lebensjahr auf (Koch-Henriksen,
1999) und Frauen sind in etwa doppelt so hiaufig wie Manner betroffen (Orton et al., 2006).
Typischerweise kommt es bei der Multiplen Sklerose zum episodischen Auftreten von Sym-
ptomen in so genannten Schiiben. Es werden drei Verlaufsformen der Erkrankung unter-
schieden (Lublin & Reingold, 1996). Am héufigsten ist der schubformig remittierende Ver-
lauf (=relapsing remitting MS) bei dem zeitlich voneinander abgegrenzt Symptome auftreten
und sich vollstidndig oder teilweise zuriickbilden. Dieser Krankheitsverlauf kann in die se-
kundar progrediente Verlaufsform (= secondary progressive MS) iibergehen, die durch eine
konstante Zunahme der Symptomatik gepragt ist. Selten kommt es von Beginn an zu einer
kontinuierlichen Progression der neurologischen Defizite, was als primér progrediente MS (=
primary progressive MS) bezeichnet wird. Die Inzidenz der MS steigt mit zunehmenden
Abstand sowohl nérdlich als auch siidlichen des Aquators an, wihrend die Krankheit in den
(Sub)Tropen und in Asien sehr selten ist (Kurtzke, 1995).

Die Atiologie der Erkrankung ist bisher ungeklirt. Unter anderem wird von einer Beteiligung
genetischer Faktoren ausgegangen. Bei Verwandten von Patienten mit MS steigt das relative
Risiko einer Erkrankungsmanifestation von ca. dem dreifachen der Allgemeinbevolkerung
bei einer Verwandtschaft 3. Grades (Robertson et al., 1996) bis auf etwa das 103 — fache
relative Risiko bei eineiigen Zwillingen an (Mumford et al., 1994). Verschiedene Hinweise
sprechen jedoch auch fiir eine Beteiligung von Umweltfaktoren. Personen die in ihrer Kind-
heit aus Gebieten mit hoher MS-Inzidenz in Regionen mit niedriger Inzidenz auswandern,
weisen das dortige, niedrigere Erkrankungsrisiko auf (Gale & Martyn, 1995), was sich nicht

alleine durch genetische Faktoren erkldren lésst. Erstaunlicherweise kommt es bei einer Mig-
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ration in umgekehrter Richtung von Regionen mit niedrigem MS-Risiko in Gebiete mit ho-
her MS-Inzidenz nicht zu einer solchen Angleichung des Erkrankungsrisikos (Elian et al.,
1993), wobei die Kinder der Migranten jedoch die ortliche, erhdhte MS-Inzidienz aufweisen.
(Elian et al., 1990) Ein innerhalb einer Generation ansteigendes Risiko lésst sich ebenfalls
nicht alleine durch eine genetische Priadisposition fiir die Erkrankung erklaren.

Auch fiir die Beteiligung eines infektiosen Erregers an der Krankheitsentstehung gibt es
Hinweise. So war z.B. die MS auf den Faroer Inseln bis zur Besetzung durch die britische
Armee 1940 praktisch unbekannt, wihrend es zwischen 1943 und 1960 zu 25 Neuerkran-
kungen, hauptsédchlich Regionen in welchen die Truppen stationiert waren, kam (Kurtzke et
al., 2001) Eine Betrachtung des zeitlichen Ablaufs flihrte zu der Hypothese, dass ein weit
verbreitetes, infektioses Agens existiert, welches meist eine persistente, asymptomatische
Infektion hervorruft, die jedoch manchmal Jahre nach der eigentlichen Infektion neurologi-
sche Symptome (= MS) hervorrufen kann (Kurtzke, 1993). Ein Erreger, fiir den ein Zusam-
menhang mit der MS hochwahrscheinlich ist, stellt das Epstein-Barr-Virus (EBV) dar. In
longitudinalen Studien zeigte sich ein erhohtes Risiko fiir das Auftreten einer MS nach einer
stattgehabten infektiosen Mononukleose, d.h. einer klinisch manifesten EBV-Infektion im
Jugend- oder Erwachsenenalter (Thacker et al., 2006 / Goldacre et al., 2004). Eine 2007
durchgefiihrte Metaanalyse von 13 Studien ergab, dass Personen, die in der Kindheit mit
EBYV infiziert wurden im Vergleich zu EBV-seronegativen Kontrollen ein etwa 10-fach er-
hohtes Erkrankungsrisiko aufweisen. Personen, die an einer Mononukleose erkrankt waren,
besallen gegeniiber den nicht-EBV-Infizierten ein 20-fach erhohtes Risiko an MS zu erkran-
ken (Ascherio & Munger, 2007). Fiir andere Erreger ergab sich bisher keine vergleichbar
starke Assoziation mit der MS.

In letzter Zeit sind auch Retroviren mit der Multiplen Sklerose in Verbindung gebracht wor-
den. Im Folgenden soll daher allgemein auf mégliche, durch Retroviren ausgeldste Pathome-
chanismen eingegangen und diesbeziigliche Vorbefunde bei der Multiplen Sklerose darge-

stellt werden.
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2.2 Retroviren

2.2.1 Retroviren und ihre Bedeutung als Krankheitserreger

Retroviren sind umhiillte Viren mit einem aus einer Einzelstrang-RNA bestehenden Genom.
Sie sind durch das Vorhandensein einer reversen Transkriptase (RT) definiert, einem viralen
Enzym welches ihre RNA nach der Infektion der Wirtszelle in DNA umschreibt, die sog.
Reverse Transkription (Goff, 2000). Die Entdeckung dieses Enzyms widerlegte ein bis dahin
geltendes Dogma, dass DNA zwar zu RNA, RNA jedoch nie in DNA transkribiert werden
kann (Temin & Mizutani, 1970 / Temin & Baltimore 1972). Bereits 1964 wurde die Provi-
rus-Theorie aufgestellt, welche besagt, dass es Viren gibt, welche eine intermedidre Virus-
form in das Genom des Wirtes integrieren (Temin, 1964). Es stellte sich heraus, dass das
Genom von Retroviren ein Enzym (Integrase) kodiert, welches die Integration der, revers
transkribierten, viralen DNA in das Erbgut des Wirtes ermoglicht. Nach der Integration nutzt
das DNA-Provirus die zelluldren Proteinsynthesemechanismen um virale Proteine herzustel-
len. Die so synthetisierten viralen Proteine organisieren sich entweder im Zytoplasma oder
an der Plasmamembran zu neuen Viruspartikeln, welche anschlieBend beim sogenannten
~Budding® freigesetzt werden. Dabei stiilpen die Viruspartikel beim Verlassen der Wirtszelle
einen Teil der Zellmembran aus, so dass diese als duBere Virushiille dient. Der Vermeh-
rungszyklus der Retroviren ist fiir deren Rolle als Krankheitserreger von Bedeutung, da die
Reverse Transkription und die Integration zu Pathomechanismen wie der Mutagenese durch

Insertion und der Aktivierung von Onkogenen fithren kann (Nevins, 2001).

accessorische Gene

DNA  3'LTR d 5'LTR  DNA
~ | [ T ==
U3 R U5 U3 R U5

Abbildung 1: Schematischer Aufbau eines in die Wirts — DNA integrierten retroviralen Genoms. Auf beiden Seiten
des Provirus befinden sich long terminal repeats (= LTR) bestehend aus U3, R und U5 Elementen welche fiir die
Transkription wichtige Sequenzen wie z.B. den Promotor (U3 Region) enthalten. Auferdem enthalt das Genom die
fur die viralen Proteine kodierenden gag, pol und env Regionen. gag (von “gruppenspezifische Antigene”) kodiert die
Matrix-, Kapsid- und Nukleokapsidproteine. pol kodiert die Enzyme Protease, Reverse Transkriptase (inklusive
RNase H) und Integrase. Beta - und Deltaetroviren besitzen ein eigenes Leseraster fir die Protease = pro. env (von
“envelope”) kodiert die Proteine der Virushille. Weitere accessorische Gene kdnnen an den markierten Stellen

liegen und sowohl env als auch U3 Uberlappen.
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Abbildung 2: Schematischer Replikationszyklus exogener Retroviren. Die Bindung von Hullproteinen an einen, fir
das Virus spezifischen Rezeptor ermdglichen die Fusion der Virushille mit der Zellmembran, wodurch das Vi-
ruskapsid in die Zelle gelangt. Nach der, fiir Retroviren typischen, Reversen Transkription ihres Genoms von RNA
zu DNA wird diese mit Hilfe einer viralen Integrase als so genanntes Provirus ins Wirtsgenom integriert. Zur Ver-
mehrung werden die proviralen Gene transkribiert, die entsehende RNA unter Umstéanden noch durch Spleilen
verandert und anschieRend die viralen Proteine synthetisiert. Virusproteine und virale RNA finden sich beim sog.
L<Assembly“ zu neuen Viruspartikeln zusammen, welche durch das Budding eine Hiille, bestehend aus der Zell-

membran des Wirtes, erhalten und freigesetzt werden.

Retroviren stellen eine grofle Gruppe von Krankheitserrregern dar, die sowohl bei Tieren als
auch beim Menschen eine Vielzahl von Erkrankungen wie z.B. Tumore, immunologische

und neurologische Erkrankungen verursachen konnen (Goff, 2000). Bereits 1904 wurde ein
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filtrierbares Agens mit der Equinen Infektidsen Anédmie des Pferdes in Verbindung gebracht
(Vallé & Carré 1904). 1908 gelang es den Déanen Vilhelm Ellermann und Oluf Bang nach-
zuweisen, dass auch die Hiihner-Leukose, eine Lymphomerkrankung bei Gefliigel, durch ein
Virus iibertragen wird (Ellermann & Bang, 1908). Beide Erreger stellten sich spéter als Ret-
roviren heraus. Die Bedeutung von Retroviren als tierische Krankheitserreger fiihrte zur Su-
che nach vergleichbaren Erregern als Ursache menschlicher Erkrankungen, wobei es bisher
gelang, vier infektidse humane Retroviren zu identifizieren. Als erstes wurde 1980 das hu-
mane T-Zell-Leukdmie Virus Typ 1 (HTLV-1) entdeckt (Poiesz et al., 1980), welches mit
zwei Erkrankungen in Verbindung gebracht wird. Zum einen kann es die adulte T-Zell-
Leuké@mie (ATL) hervorrufen und zum anderen bei einem kleinen Teil der infizierten Perso-
nen zu einer neurologischen Erkrankung, der Tropischen Spastischen Paraparese (auch als
HTLV-1 assoziierte Myelopathie = HAM bezeichnet) fiihren (Gessain et al, 1985 / Osame et
al., 1986). Kurz nach der Entdeckung von HTLV-1 wurde ein als HTLV-2 bezeichnetes,
verwandtes Virus bei Patienten mit Haarzellleukdmie nachgewiesen (Kalyanaraman et al.,
1982) wobei ein dtiologischer Zusammenhang mit dieser Erkrankung weiterhin spekulativ
bleibt (Roucoux & Murphy 2004). 1983 und 1986 wurden von der Arbeitsgruppe um Luc
Montagnier die Humanen-Immundefizienz-Viren HIV-1 bzw. HIV-2, welche beide die er-
worbene Immunschwéche acquired immune deficiency syndrome (AIDS) verursachen, ent-

deckt. (Barré-Sinoussi et al., 1983 bzw. Clavel et al., 1986)

2.2.2 Endogene Retroviren

Kommt es zu einer Infektion von Zellen der Keimbahn durch ein Retrovirus, so kann das
retrovirale Genom bei der Fortpflanzung zu einem festen Bestandteil des Wirtsgenoms wer-
den. Dies hat zur Folge, dass das Virus von nun an vertikal von einer zur ndchsten Generati-
on weitergegeben wird. Retroviren, welche so die Keimbahn besiedelt haben, werden als
endogene Retroviren (ERV) bezeichnet, um sie von horizontal iibertragenen, exogenen Ret-
roviren zu unterscheiden (Vogt in Coffin, Hughes & Varmus 1997). Die ersten ERV wurden
in den spéten 60er und frithen 70er Jahren entdeckt. Drei verschiedene ERV’s wurden nahe-
zu zeitgleich identifiziert: Das ,,avian leukosis virus®, welches die bereits als Viruserkran-
kung erkannte Hiihner-Leukose hervorruft, das Murine Leukdmievirus (MLV) und das
Maus-Mammatumorvirus (murine mammary tumor virus = MMTV) (Weiss, 2006). Diese
ERV’s haben gemeinsam, dass sie sowohl in einer infektiosen, exogenen Form als auch in

einer erblichen, endogenen Variante existieren.



Einleitung 24

Ein Beispiel fiir eine pathologenetisch bedeutsame Interaktion von endogenen mit exogenen
Retroviren sind die Wildmiuse vom Lake Casitas in Californien. Von ihnen existieren zwei
Populationen, eine davon entwickelt eine, durch eine exogene pathogene MLV Variante
hervorgerufene Myelitis. Bereits kurz nach der Geburt findet die Infektion mit dem exogenen
Virus statt, gefolgt von einer monatelang anhaltenden Virdmie. Die zweite Mausepopulation
ist gegen die Erkrankung immun. Die Immunitit ist durch ein genetisches Merkmal (FV4)
determiniert. Hierbei handelt es sich um ein Gen welches fiir eine defekte, endogene MLV
Sequenz kodiert. Dieses ERV fiihrt zur Synthese eines glykosylierten Hiillproteins (envelo-
pe) welches an die selben Oberflichenrezeptoren bindet, die auch von der pathogenen, infek-
tidsen MLV Variante genutzt werden um in die Zellen einzudringen und schiitzt so vor einer
Infektion mit dem exogenen Virus (Gardner et al., 1991). In diesem Fall ist die Expression
eines endogenen retroviralen Proteins mit einer reduzierten Vulnerabilitit gegeniiber einem
exogenen Retrovirus verbunden, wobei die Atiologie der Erkrankung sowohl durch erbliche
als auch durch Umweltfaktoren bedingt ist.

Bei allen untersuchten Wirbeltierarten konnten bisher ERV’s im Erbgut nachgewiesen wer-
den. Es wird geschitzt, dass humene ERV’s (HERV’s) und verwandte Sequenzen wie z.B.
solitire LTR und retrotransposon-dhnliche Elemente (d.h. Proviren ohne env Gen) etwa 8%
der menschlichen DNA ausmachen (IHGSC, 2001). Die humanen ERV’s wurden anhand der
Ahnlichkeiten ihrer Sequenzen zu Gamma- und Betaretroviren bzw. Spumaviren in drei
Klassen, Klasse I, II und III eingeteilt (Abbildung 3). Jede Klasse wiederum enthdlt mehrere
HERV-Familien wobei man davon ausgeht, dass jede einzelne urspriinglich durch ein indi-
viduelles Integrationsereignis in die Keimbahn entstanden ist (Gifford & Tristem, 2003).
Nach dieser initialen Infektion von Keimzellen vervielfiltigte sich das Virus entweder durch
Reinfektion oder durch intrazelluldre Retrotransposition, was zu neuen Integrationen in die
Keimbahn und zur Ausbreitung im humanen Genom fiihrte (de Parseval & Heidmann,
2005). Etwa 30 000 HERV Elemente wurden so in etwa 150 Familien eingeteilt (de Parseval
& Heidmann, 2005 / Paces et al., 2004). Der Zeitraum der seit der Integration in das Genom
vergangen ist, ldsst sich mittels der Sequenzunterschiede zwischen den 5’ und 3° LTR’s ei-
nes Provirus abschitzen, da diese zum Zeitpunkt der Integration identisch gewesen sind (de
Parseval & Heidmann, 2005). Die meisten Infektionen von evolutiondren Vorfahren des
Menschen mit HERV’s scheinen vor etwa 20 bis 40 Millionen Jahren stattgefunden zu ha-
ben. Zwei HERV Familien wurden auer bei Mensch und Primat auch bei anderen Wirbel-
tieren nachgewiesen. Dies ist zum einen HERV-L welches sich auch bei Mausen, Hasen,

Hunden und Kiihen findet, wihrend HERV-I sogar bei Vogeln, Reptilien und Fischen nach-
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gewiesen wurde (Martin et al., 1997 / Benit et al., 1999). Es existiert keine Standardnomen-
klatur nach welcher HERV-Familien benannt werden. Viele wurden jedoch nach der spezifi-
schen tRNA der Primerbindungsstelle (= PBS) benannt, welche benutzt wiirde um die Re-
verse Transkription zu beginnen, wenn das Virus noch replikationskompetent wire. Dem-
nach besitzt HERV-K zum Beispiel eine Primerbindungsstelle welche zu einer Lysin tRNA
(= K im Standardaminosdurecode) passt (Villesen et al., 2004).

Epsilon-retroviruses* Delta-retroviruses
(simple) (complex)
SnRV BLV
HTLVAI Lentiviruses
Gamma- Elay (complex)
retroviruses™ HTLV-I FIV
(simple) PERV S
GALV SIVmac
MLV HIV-1
MVV
FelLV
Alpha-
ALV retroviruses”
RSV (simple)
FFV
BFY e :FVCF’Z HERV-K | SRV
_ g9 MMTV
(Sc[:'l“m'c::;:)u ses Beta-retroviruses™
P (simple)

Abbildung 3: Phylogenetische Einteilung der Retroviren. Familien welche endogene Retroviren enthalten sind mit *
gekennzeichnet (ALV = avian leucosis virus, BFV = bovine foamy virus, BLV = bovine leukemia virus, EIAV = equi-
ne infectious anemia virus, FelLV = feline leukemia virus, FFV = feline foamy virus, FIV = feline immunodeficiency
virus, GALV = ibbon ape leukemia virus, HERV = human endogenous retrovirus, HTLV = human T-cell leukemia
virus, JRSV = Jaagsiekte sheep retrovirus MMTV = mouse mammary tumor virus, MLV murine leukemia virus, MVV
= Maedi-Visna virus, PERV = porcine endogenous retrovirus, RSV = Rous sarcoma virus, SFV = simian foamy
virus, SIVmac = simian immunodeficiency virus, SnRV = simian endogenous retrovirus, SRV = simian retrovirus,

WDSYV = walleye dermal sarcoma virus).

2.2.3 Humane endogene Retroviren als Pathogene

Der iiberwiegende Teil dieser endogenen Proviren sind auf Grund der Ansammlung von
zahlreichen Mutationen, Deletionen und Trunkierungen defekt. Dennoch lassen sich
Transkripte von HERV RNA in vielen gesunden menschlichen Geweben und in Zellkulturen

nachweisen (Pichon et al., 2006 / Seifarth et al., 2005). In einigen Féllen kann es sogar zur



Einleitung 26

Synthese viraler Proteine oder gar Partikel kommen (sieche auch Kap. 2.3.4). In Anlehnung
an ERV’s als Tierpathogene wurde die Hypothese aufgestellt, dass HERV’s auch bei huma-
nen Tumor- und Autoimmunerkrankungen eine Rolle spielen kdnnten. Bis heute ist aller-
dings weder fiir ein HERV eine urséchliche Rolle bei einer Erkrankung bewiesen, noch ein
replikationskompetentes HERV beschrieben worden. Im Folgenden soll kurz auf mogliche,

durch HERV’s hervorgerufene Pathomechansimen eingegangen werden.

2.2.3.1 Insertionsmutagenese

Bei Tieren ist die Fahigkeit endogener Retroviren zur Bildung neuer proviraler Insertionen in
der Wirts — DNA eine der Hauptursachen fiir von ihnen hervorgerufene Erkankungen. Durch
die Neuintegration eines Provirus konnten (Onko)Gene aktiviert oder verstirkt exprimiert,
aber auch in in ihrer physiologischen Funktion beeintrdchtigt werden. Anders als fiir humane
LINE Elemente wurde eine Ausbildung neuer Insertionen durch HERV’s bisher nicht direkt
nachgewiesen. 2001 wurden erstmals zwei Fille von HERV-K Integrationspolymorphismen
beschrieben. Die beiden Proviren HERV-K113 und HERV-K115 sind nur bei 30 % bzw. 15
% der Bevdlkerung im Genom vorhanden und ersteres besitzt offene Leserahmen fiir alle
viralen Proteine (Turner et al., 2001). Das Vorhandensein dieser Integrationspolymorphis-
men bedeutet, dass die beiden genannten HERV-K Proviren noch bis vor relativ kurzer evo-
lutiondrer Vergangenheit in der Lage gewesen sein miissen Menschen zu infizieren. Stellt
man die Hypothese auf, dass bis heute integrationsaktive HERV’s existieren, so miissten sich
bei vereinzelten Personen individuelle, neue Insertionsstellen bestimmter Proviren im Ge-

nom nachweisen lassen.

2.2.3.2 Gen-Verlust durch chromosomale Rekombination

Zwischen benachbarten und sich in ihrer Sequenz sehr dhnlichen repetitiven Elementen kon-
nen unerwiinschte Rekombinationen auftreten. Es konnte gezeigt werden, dass die Beteili-
gung von HERV’s bei derartigen Rekombinationen keine Seltenheit ist und sich z.B. auch
fiir fiinf HERV-K Loci nachweisen liel (Hughes & Coftin, 2005). Das mit einer Azoosper-
mie verbundene ,,Sertoli — only syndrom®, die hdufigste Ursache einer Infertilitdt beim
Mann, ist ein Beispiel fiir eine durch Rekombination hervorgerufene Erkrankung. Dabei geht
der 792 kb groBe Azoospermiefaktor AZFa durch eine Rekombination zwischen
HERV15yql und HERV15yq2, beide auf Chromoxom Yql1 gelegen, verloren (Sun et al.,
2000).
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2.2.3.3 Rekombination des viralen Genoms und Reaktivierung von HERV’s

Stop-Codone und Leserasterverschiebungen, welche zu einer Inaktivierung der Mehrzahl der
HERV’s fiithren, konnen auf Grund von ,,single nucleotide polymorphisms* (SNPs = Punkt-
mutationen) interindividuell variieren. Uber das AusmaB dieser Unterschiede in HERV Se-
quenzen beim Menschen ist wenig bekannt aber vermutlich sind solche ,,Varianten* nicht
ungewohnlich. Viele Retrotransposon-Elemente sind durch Methylierung inaktiviert, wobei
das AusmaB der Methylierung variabel ist (Schulz et al., 2006). So ist es vorstelltbar, dass
nach einer voriibergehenden Demethylierung ein vorher inaktives Provirus funktionelle En-
zyme (RT und IN) herstellt, wihrend ein anderes Provirus ein intaktes Hiillprotein syntheti-
siert. Es ist denkbar, dass ein HERV-Partikel RNA von verschiedenen, mehr oder minder
intakten, Mitgliedern einer HERV-Familien enthélt. Wahrend der Reversen Transkription
konnte es zu Rekombinationen der RNA kommen und das rekombinierte virale Genom bei
der Infektion weiterer Zellen neu reintegriert werden. Ein solcher Prozess konnte sich durch
Selektion selbst optimieren und so zu Partikeln fiihren, die ein mehr oder minder infektidses,
exogenes Retrovirus darstellen. Bei der Entstehung der durch MLV hervorgerufenen Leu-
kdmien bei AKR — Méusen wird dieser Mechanismus regelméfig beobachtet und als ,,patch-
repair bezeichnet (Quint et al., 1981). Faktoren wie z.B. das Vorhandensein bestimmter
SNPs und damit verbunden mehr oder weniger intakter HERV-Proviren im Genom kdénnten
diesen Prozess beeinflussen. In diesem Zusammenhang ist es interessant, dass einige
HERV-K Proviren offenbar dazu in der Lage sind funktionierende Proteine zu exprimieren.
In humanen Teratokarzinomzellen wurden Retroviruspartikel beobachtet, fiir welche gezeigt

werden konnte, dass sie durch HERV-K Sequenzen kodiert sind (Lower et al., 1993).

2.2.3.4 Molecular Mimicry

Sowohl HTLV-1 als auch HIV-1 kénnen entziindliche Symptome auslésen, was zu der The-
orie gefiihrt hat, dass andere Retroviren eine Rolle bei der Entstehung inflammatorischer
Erkrankungen spielen konnten. Einige Patienten mit HIV entwickeln eine Entziindung der
Speicheldriisen, welche dem Sjogren Syndrom dhnelt, wihrend andere an Vaskulitiden er-
kranken (Garry et al, 1995). Auch HTLV-1 kann eine ganze Reihe von inflammatorischen
Reaktionen hervorrufen von denen die Tropische Spastische Paraparese klinisch am offen-
sichtlichsten ist. Eine Vielzahl von Hypothesen wurden aufgestellt, wie Retroviren solche
Autoimmunreaktionen ausldsen konnten, darunter allgemeine Modelle wie eine Lymphozy-
tenaktivierung oder die verstirkte Expression von MHC Rezeptoren und proinflammatori-

schen Zytokinen. Die direkten Effekte retroviraler Proteine wie z.B. durch ,,molecular Mi-
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micry* oder ihre Wirkung als Superantigene (SAG) werden allerdings allgemein favorisiert
(Garry et al., 1995 / Fujinami et al., 2006). Als ,,molecular mimicry* wird eine Immunreakti-
on gegen einen Infektionserreger bezeichnet, welche aufgrund gemeinsamer immunologi-
scher Epitope von Mikrobe und Wirt, mit einem Wirtsantigen kreuzreagiert. Trotz einer Im-
muntoleranz durch die Entfernung autoreaktiver T-Lymphozyten wéhrend deren Reifung im
Thymus tiberdauern auch in gesunden Individuen einige autoreaktive T-Zellen diese Selekti-
on (Kamradt & Mitchison, 2001). Vergleichbar damit existieren auch autoreaktive B-
Lymphozyten. Kommt es bei pradisponierten Personen nun zu einer Infektion mit einem
Pathogen, welches ein Protein mit gemeinsamen Epitop kodiert, konnen diese autoreaktiven
T-Zellen aktiviert werden (Fujinami et al., 2006). So konnte gezeigt werden, dass Patienten
mit Tropischer Spastischer Paraparese Antikorper gegen ein C-terminales Epitop eines
HTLV-1 Tax Proteins besitzen, welche mit einem fiir Neurone spezifischen ribonukleédren
Antigen, nimlich hnRNP-A1 kreuzreagieren (Levin et al., 2002). Aufgrund ihrer Ahnlichkeit
zu exogenen Retroviren sind auch HERV Proteine als mogliche Autoantigene in Betracht
gezogen worden (Colmegna et al., 2006). Auch wenn gezeigt wurde, dass bei bestimmten
Erkrankungen T-Zellen bzw. Antikdrper vorkommen die HERV Proteine erkennen kdnnen
(Hervé et al., 2002 / Garrison et al., 2007), ist die pathogenetische Relevanz dieser Befunde

aktuell weitgehend unklar.

2.2.3.5 Wirkung viraler Proteine als Superantigene

Als Superantigene wird eine, von manchen Viren und Bakterien kodierte Gruppe von Protei-
nen bezeichnet, welche T-Lymphozyten durch eine Wechselwirkung mit der VB Kette des T-
Zellrezeptors direkt aktivieren, ohne dabei auf ein bestimmtes Epitop beschrinkt zu sein
(White et al., 1989). Dies fiihrt zu einer starken polyklonalen T-Zell Aktivierung, sowie zu
einer massiven Zytokinausschiittung. Die Aktivierung von T-Zellen in Abwesenheit eines
spezifischen Antigens kann zu einer verminderten Reaktion auf andere Antigene fiihren. Als
Konsequenz der SAG Aktivitit kann es zu einem peripheren Mangel an T-Zellen einer be-
stimmten V[ Rezeptorklasse, aber auch einer Proliferation der gleichen T-Zell Unterklasse
kommen. Durch ihre Féahigkeit das Immunsystem unspezifisch zu aktivieren kommen Super-
antigene als mogliche Mediatoren von Autoimmunerkrankungen in Frage. Zahlreiche Viren
sind mit Superantigenen in Verbindung gebracht worden, wobei das am besten verstandene
Beispiel ein von MMTV kodiertes SAG ist, welches eine zentrale Funktion bei der Virus-
vermehrung einnimmt (Acha-Orbea & MacDonald, 1995). Auch HIV, dem Tollwutvirus,

EBV sowie dem humanen Cytomegalovirus wurde eine SAG-Aktivitdt zugeschrieben, je-
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doch konnten in diesen Fillen noch keine entsprechenden viralen Gene oder aber als SAG
wirkendes Protein identifiziert werden (Woodland, 2002). Teilweise wurde das Vorhanden-
sein eines SAG auch postuliert, um die unangemessene T-Zellaktivierung bei Autoimmuner-
krankungen zu erkldren, bei denen es zu einer Depletion einer bestimmten V[ Subklasse
kommt (Conrad et al, 1994). Weiterhin gelang es zu zeigen, dass sich mit Interferon a ein,
durch HERV-K18 kodiertes, Env Protein induzieren lisst, welches superantigene Eigen-
schaften besitzt. (Stauffer et al., 2001) Wenig spiter wurde eine Transaktivierung dieses
HERV-Superantigens auch durch EBV belegt, wobei dazu ein Protein des latenten Zyklus
von EBV, ndamlich LMP-A2, ausreichend ist (Sutkowski et al., 2001 bzw. 2004). Dieser Zu-
sammenhang stellt ein Modell dafiir dar, wie unterschiedliche Viren bei einer Infektion indi-

rekt eine superantigene Aktivitdt entfalten konnten.

2.3 MSRV und die endogene Retrovirenfamilie
HERV-W

2.3.1 Die Entdeckung von MSRV - Retrovirale Partikel in
Zellkulturen von Patienten mit MS

In den vergangenen Jahrzehnten ist viel iiber die Beteiligung eines infektiosen Agens an der
Entstehung von MS spekuliert worden und eine Reihe von Erregern wie z.B. Herpesviren
(Simmons, 2001), Coronaviren (Murray et al., 1992), Paramyxoviren, Tollwut-, Masernviren
(Pille et al., 1977) und auch Retroviren wurden zuletzt mit der Erkrankung in Verbindung
gebracht. Bei der Untersuchung von Zellkulturen aus Liquorproben von Patienten mit MS
etablierten Perron et al. 1989 aus dem Liquor einer 57 — jahrigen Patientin eine leptomenin-
geale Zelllinie (LM7) in deren Uberstand eine Reverse-Transkriptase-Aktivitit festgestellt
wurde (Perron et al., 1989). Diese Reverse-Transkriptase-Aktivitdt liel sich durch Behand-
lung der Zellkultur mit Mitogenen wie z.B. Phorbol-Myristat-Saure steigern. In elektronen-
mikroskopischen Aufnahmen der obigen Zellkultur wurden vereinzelt retrovirus-dhnliche
Partikel mit einer Grofle von 100 — 140 nm gesehen (vgl. Abbildung 4). Zwei Jahre darauf
wurde von einer Reverse-Transkriptase-Aktivitdt in 12 von 21 Monozytenkulturen, welche
von Patienten mit MS gewonnen worden waren, berichtet, wihrend die Kulturen von 14
Kontrollen negativ ausfielen (Perron et al., 1991). Auch hier konnten in elektronenmikro-
skopische Aufnahmen des Zellkulturiiberstandes von Kulturen mit positiver RT-Aktivitit

retrovirus-artige Partikel beobachtet werden. Das Serum zweier Patienten mit deutlicher RT-
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Aktivitdt sowie zweier Kontrollen wurde in einem Westerblot mit aufgereinigten LM7 Viri-
onen getestet, wobei sich fiir die beiden Patienten spezifische Banden bei 90, 65, 60, 50, 45
und 15 kD ergaben. Eine Reihe von Versuchen, immortalisierte Zellen mit dem LM7 Virus
zu infizieren scheiterten. Es konnte lediglich in einer leptominengeale Zelllinie eines anderen
Patienten (LM11) durch Co-Kultur mit rontgenbestrahlten LM7 Zellen eine Virusproduktion
erreicht werden (Perron et al., 1992). Auch fiir Zellkulturiiberstand dieser neuen Zellinie mit
RT-Aktivitdt (LM711) wurden in einem Westernblot mit Serum von zwei MS-Patienten
wieder die gleichen Banden wie zuvor beobachtet, jedoch nicht bei zwei gesunden Kontrol-
len. In einem Radioimmunprézipitations-Assay (RIPA) reagierten 12 von 20 MS-Seren und
nur zwei von 21 Kontrollseren positiv mit einer LM711 Antigenpriparation (Perron et al.,
1992). Es gelang zu zeigen, dass die Partikelproduktion der LM7 Zellen durch eine Superin-

fektion mit HSV-1 potent stimuliert werden kann (Perron et al., 1993). Dabei war eine

s ok, "

Abbildung 4: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von retrovirus-artigen HERV-K Partikeln. Oben: zahlreiche

HERV-K Partikel an der Zellmembran einer Zelle welche mit einem HERV-K Expressionsplasmid transfiziert wurde,
Balken = 500 nm. Unten rechts: HERV-K Partikel beim Durchtritt durch die Zellmembran (Budding), Balken = 100
nm. Unten links: retrovirus-artige HERV-K Partikel nach dem Budding, Balken = 500 nm. (Lee & Bieniasz, 2007) Auf
den elektronenmikroskopischen Aufnahmen der LM7 Zellkulturen wurden von Perron et al. 1989 entsprechende,

spater als MSRV bezeichnete, retrovirus-artige Partikel gesehen (Perron et al., 1989)
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Transfektion der LM7 Zellen mit einem, Herpes Simplex immediate early protein ICPO und
ICP 4 exprimierenden Plasmid zur Stimulierung der Virusproduktion ausreichend. Eine
zweite Arbeitsgruppe berichtete 1991 ebenfalls unabhéngig von der Entdeckung retrovirus-
artiger Partikel in einer T-Zellline von Patienten mit MS (Haahr et al., 1991). Bis zu diesem
Zeitpunkt war noch kein, mit den beschriebenen LM7 Viruspartikeln assoziiertes retrovirales

Genom identifiziert worden.

2.3.2 Klonierung eines mutmafllichen, partikelassoziierten retro-
viralen Genoms und Beschreibung von MSRV

Mit der Zielsetzung, das virale Genom zu klonieren, welches die LM7 Partikel kodiert, wur-
de zunidchst der Uberstand von B-Zellkulturen von Patienten mit MS, welche eine RT-
Aktivitidt aufwiesen und retrovirus-artige Partikel produzierten, im Saccharose-Gradienten
aufgereinigt. Darauthin wurde die Dichte-Fraktion isoliert, welche die mutmaBlichen Virus-
partikel enthielt. AnschlieBend wurden davon mehrere cDNA-Klone ohne vorherigen PCR
Schritt sequenziert und auBerdem eine RT-PCR unter Verwendung von degenerierten Pri-
mern, die die po/ Region zahlreicher bekannter Retroviren erkennen, durchgefiihrt. Diese
Technik wurde speziell fiir diesen Zweck zuvor von Tuke et al. entwickelt und beschrieben
(Tuke et al., 1997). Unter Verwendung der dabei erhaltenen Sequenzen wurden weitere Pri-
mer entworfen und in mehreren PCR-Schritten eine komplette retrovirale pol — Sequenz
(AF009668) identifiziert (Perron et al., 1997) (ndheres siche Kap. 6.2.3). Diese neue, gam-
ma-retrovirale Sequenz wurde in Verbindung mit den, auf elektronenmikroskopischen Auf-
nahmen beobachteten, retrovirusartigen Partikeln als Multiple-Sklerose-assoziierten Retrovi-
rus (MSRV) bezeichnet.

In einer Folgestudie wurden weitere, ein komplettes virales Genom umfassende, mutmafli-
che MSRV-Sequenzen aus dem Zellkulturiiberstand von mit EBV immortalisierten B-Zellen
von Patienten mit MS sowie dem Plasma von Patienten mit, teilweise auch nur wahrscheinli-
cher, MS und einem an Rheumatoider Arthritis erkrankten Patienten amplifiziert (Komurian-

Pradel et al., 1999) (siche auch Kap. 6.2.1).

2.3.3 Die endogene — Retrovirusfamilie HERV-W

Bereits 1997 wihrend der Suche nach einer mit den LM7 Partikeln assoziierten pol — Se-
quenz zeigte sich in einem Southern Blot, mit einer fiir die neue MSRV-pol Sequenz spezifi-

schen Sonde, eine Hybridisierung mit zahlreichen Loci einer bisher unbekannten Familie
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endogener Retroviren. Bei einer anlédsslich dieses Befundes durchgefiihrten PCR-Studie
konnten unterschiedliche Sequenzen aus genomischer DNA amplifiziert werden, welche mit
der mutmaBlichen MSRV-pol Sequenz eng verwandt waren (Perron et al., 1997). In einer
anschlieBend durchgefiihrten Studie konnte, ausgehend von den MSRV Sequenzen eine neue
HERV Familie im humanen Genom (HERV-W) charakterisiert werden. Aufgrund der Ahn-
lichkeit ihrer Primer-Bindungsstelle zu der bei Vogel — Retroviren beschriebenen Primer-
Bindungsstelle, welche zu einer Tryptophan tRNA (= W im Standard-Aminosiurecode)
passt, wurde diese Familie als HERV-W bezeichnet. Aulerdem wurde gezeigt, dass sich im
humanen Genom kein replikationskompetentes, ein komplettes provirales Genom umfassen-
des, HERV-W Provirus befindet (Blond et al., 1999). Weiterhin wurde ein auf Chromosom
7q21.2 liegendes HERV-W Provirus mit einem offenen Leserahmen fiir ein 538 AS grof3es
volllaingen Envelope Protein identifiziert (siche Kap. 2.3.4) von welchem in Plazentagewebe
verschiedene mRNA Transkripte nachgewiesen wurden. Bei der genaueren Untersuchung
der HERV-W Gruppe fand man 70 gag, 100 pro und 30 env Loci mit jeweils einem groBBeren
offenen Leserahmen (ORF) fiir Gag auf Chromosom 3, fiir Pro auf Chromosom 6 und den
bereits beschriebenen Env — ORF auf Chromosom 7q21.2 (Voisset et al., 2000). In einem
Westernblot mit HERV-W Gag und Env Antikorpern konnten in gesundem Plazentagewebe
Banden der vermuteten Grofle nachgewiesen werden. Der Gag ORF, von welchem auch die
Expression des entsprechenden Protein nachgewiesen wurde, kodiert eine vollstindige
membranassoziierte Doméine (MA) und eine fast vollstindige Kapsid Doméne inklusive
»~major homology region“ (MHR) allerdings ohne Nukleokapsid. Das Nukleokapsid ist zwar
fiir die Formation retrovirusartiger Partikeln nicht obligat, ein Mangel wiirde jedoch das
Verpacken der assoziierten RNA in die Partikel beeintrachtigen (Voisset et al., 2000). Unter-
suchungen beziiglich der Expression von HERV-W haben ergeben, dass sich gag, po/ und
env Transkripte in einer Vielzahl von gesunden Geweben und Tumorzellkulturen nachwei-

sen lassen, unter anderem auch im Gehirn (Yi et al., 2004).

2.3.4 Expression von MSRV / HERV-W Proteinen und mogli-
cherweise damit zusammenhéingende Pathomechanismen

Bei der Transfektion verschiedener Zellienien mit einem Expressionsvektor, welcher fiir den
ORF des HERV-W 7q21.2 Envelope Proteins kodiert, kam es zu einer Bildung von Synzy-
tien (= mehrkernigen Riesenzellen) (Blond et al., 2000). Weiterhin wurde belegt, dass diese
Wirkung durch Interaktion von HERV-W Env mit dem Typ-D Retrovirusrezeptor zustande



Einleitung 33

kommt. Das von nun an als Syncytin-1 bezeichnete HERV-W Env Glykoprotein lésst sich in
der Plazenta im Cytotrophoblast und vor allem im Synzytiotrophoblast nachweisen. Dies
lasst auf eine physologische Rolle fiir die Funktion der Plazenta schlieen.

In einer 2004 erschienen Arbeit wurde die Expression von HERV-W-env 7q21.2 mRNA und
dem entsprechenden Protein, Syncytin-1, im Gehirn von Patienten mit MS und Kontrollen
mit anderen neurologischen Erkrankungen untersucht (Antony et al., 2004). In den Gehirnen,
der an MS Erkrankten, waren die HERV-W-env mRNA Level signifikant hoher als bei den
Kontrollen. Die Astrozyten und Mikroglia in akuten Lisionen von Individuen mit MS zeig-
ten eine deutlich verstdrkte Expression von Syncytin-1. Die experimentelle Expression von
Syncytin-1 in humanen fetalen Astrozyten fiihrte zu einer vermehrten Bildung des
proinflammatorischen Interleukins II-1B. Wurden humane Oligodendrozyten mit Medium
von Syncytin-1 transfizierten Astrozytenkulturen behandelt, so zeigte sich ein ausgeprégter
zytopathischer Effekt.

Bereits zuvor war gezeigt worden, dass die Inokulation von MSRV Partikeln in PBL (pe-
ripheral blood lymphocytes) Kulturen von gesunden Spendern verschiedener HLA II Klas-
sen, zu einer polyklonalen Aktivierung von T-Zellen mit VB16 T-Zell-Rezeptor-Kette fiihrte
(Perron et al., 2001). In den mit MSRV behandelten PBL Kulturen wurde auBlerdem eine
signifikant erh6hte Produktion der Zytokine IL-6 und Tumor-necrosis-factor o (TNF-a) fest-
gestellt. Ein rekombinant hergestelltes HERV-W-Env Protein, basierend auf der, fiir diese
Arbeit synthetisierten, mutmaflichen MSRV-Sequenz AF331500 (sieche Kap. 6.2.1), fiihrte
in PBL Kulturen zu einer dhnlichen T-Zell Aktivierung wie die Infektion mit MSRV Parti-
keln. Dies deuted darauf hin, dass das durch die Sequenz AF331500 kodierte MSRYV /
HERV-W Env Protein superantigen-dhnliche Eigenschaften besitzt.

Bei dem Versuch diese superantigenen Eigenschaften von MSRV in einem Tiermodell zu
zeigen, wurden ,,severe combined immunodeficiency* (SCID) Méausen humane Leukozyten
transplantiert und ihnen anschlieend intraperitoneal MSRV-Partikel injiziert (Firouzi et al.,
2003). Die mit den retrovirus-artigen Partikeln infizierten Mause entwickelten innerhalb von
5 bis 10 Tagen akute neurologische Symptome und starben, wéhrend kein Kontrolltier er-
krankte. Im Gehirn der erkrankten Tiere zeigten sich disseminierte Blutungen und in ihrer
Milz lieBen sich mRNA Transkripte von TNF-a und Interferon y (IFN y) nachweisen. Des
weiteren zeigte sich bei den infizierten Méausen eine selektive Depletion von T-Zellen mit
VP16 Rezeptor wihrend die VP17 Subpopulation polyklonal und die VB2 Subpopulation
oligoklonal vermehrt waren. Ein Hinweis darauf, dass die beobachteten pathogenen Effekte

tatsdchlich durch T-Zellen vermittelt waren, ist die Tatsache, dass eine Entfernung der T-
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Zellen aus dem PBMC-Leukozytentransplantat 14 von 16 Tiere, trotz der Inokulation mit
MSRYV Partikeln, vor der Entwicklung von Krankheitssymptomen bewahrte.

In diesem Zusammenhang ist auch zu erwéhnen, dass gezeigt werden konnte, dass rekombi-
nantes HERV-W-Env (basierend auf der Sequenz AF331500) humane Monozyten durch
eine Interaktion mit dem CD14 Rezeptor und ,,Toll-like receptor* 4 (TLR4) aus der Gruppe
der fiir die angeborenen Immunabwehr wichtigen ,,pattern-recognition Rezeptoren, zur Pro-
duktion von proinflammatorischen Zytokinen anregte (Rolland et al., 2006). Auflerdem 15ste
das rekombinante Env-Protein die Reifung von dendritischen Zellen aus und befdhigte sie
die Differenzierung von naiven T-Zellen zu TH-1 Zellen zu fordern.

Perron et al. untersuchten 2005 die Gehirne von Patienten mit MS und normalen Kontrollen
mit Antikdrpern welche gegen rekombinante MSRV / HERV-W Gag und Env Proteine ge-
richtet waren. Fiir die Herstellung der Anti-Gag Antikérper wurde die mutmaBliche MSRV-
Sequenz AF123881 verwandt. Wahrend in den Gehirnen der Kontrollen eine physiologische
Expression von Gag in Neuronen beobachtet wurde, fand man bei Patienten mit MS eine
Akkumulation von Gag — Antigen in den Axonen im Bereich von Entmarkungsherden der
weillen Substanz. Des Weiteren wurde in MS-Herden eine ausgeprigte Anfiarbung von
Lymphozyten, Monozyten und Makrophagen mittels, gegen HERV-W Env gerichteter Anti-
korpern beobachtet (Perron et al., 2005). Wiahrend HERV-W Proteine auch bei Gesunden
exprimiert werden, existiert offensichtlich in MS-Lésionen ein abweichendes Expressions-
muster.

Eine Reihe von Arbeitsgruppen konnten in den vergangenen Jahren auch eine vermehrte
bzw. verstirkte Expression von MSRV / HERV-W mRNA Transkripten im Blut und auch
Gehirn von Patienten mit MS nachweisen (Serra et al., 2001 / Nowak et al., 2003 / Mameli et
al., 2007). Zusammenfassend legen die beschriebenen Ergebnisse nahe, dass die proinflam-
matorischen Eigenschaften von Syncytin-1 oder anderen MSRV / HERV-W Proteinen eine

pathogenetisch relevante Rolle bei der MS spielen konnten.

2.4 Ziele dieser Arbeit

Trotz der sich haufenden Hinweise, welche eine Rolle von sowohl MSRV als auch HERV-
W (Syncytin-1) fiir die MS nahelegen, ist der Ursprung von MSRV sowie die genaue Bezie-
hung zwischen MSRV und HERV-W bislang unklar. Dies hat teilweise zur unscharfen
Trennung der beiden Entitdten gefiihrt und eine Diskussion iiber den mdglichen Beitrag von

sowohl MSRYV als auch HERV-W bei der Pathogenese der MS stimuliert (u.a. Perron et al.,



Einleitung 35

2001 / Antony et al., 2004 / Rolland et al., 2006) Das als MSRV bezeichnete retrovirale E-
lement ist durch einige iiberlappende cDNA Klone definiert (siche Kap. 2.3.2). Die
Sequenzen dieser cDNA Klone sind verwandt mit der HERV-W Familie aber bisher konnten
keine HERV-W Proviren identifiziert werden, von welchen die Sequenzen stammen
(Komurian-Pradel et al., 1999). Wie bereits beschrieben existiert bislang auch kein Klon
welcher ein komplettes, infektioses MSRV Genom enthélt. Daher stellt sich eine Reihe von
Fragen: Handelt es sich bei MSRV, wie z.B. bei exogenen Varianten von HERV’s bei Tieren
(siche Kap. 2.2.2), um ein exogenes, infektidses Retrovirus welches mit der endogenen
HERV-W Familie eng verwandt ist? Oder konnte es sich bei MSRV alternativ um, von
endogenen HERV-W Proviren abstammende Sequenzen handeln? Stellt MSRV iiberhaupt
ein autonomes, replikationskompetentes Retrovirus dar?
Bislang sind nur begrenzte Informationen dariiber verfiigbar, welche HERV-W Loci im hu-
manen Genom transkriptionsaktiv sind. Wir stellten uns daher die Frage welche HERV-W
Proviren in PBMC’s von Patienten mit MS und gesunden Kontrollen Transkripte herstellen
und wie diese im Verhéltnis zu bekannten MSRV — Sequenzen stehen. Auf der Grundlage
der bisherigen Forschung zu MSRV / HERV-W und speziell den potentiellen Eigenschaften
eines MSRV / HERV-W Env Proteins als Superantigen konzentrierten wir uns bei unseren
Analysen auf HERV-W-env Sequenzen. So soll eine eine Aussage dariiber ermoglicht wer-
den:
L) welche HERV-W-env Loci in humanen PBMCs iiberhaupt transkriptionsaktiv
sind,
IL.) ob es einen Unterschied in dem Transkriptionsmuster von HERV-W-env Loci
zwischen Patienten mit MS und Kontrollen gibt
II.)  und ob speziell bei Patienten mit MS die vormals als MSRV beschriebenen Se-
quenzen nachgewiesen werden kdnnen.
Auf der Basis der in Zusammenhang mit der Untersuchung der HERV-W Transkriptions-
muster gesammelten Erkenntnisse sollen anschliefend die in der Literatur beschriebenen,
moglicherweise auf ein neues, mit HERV-W verwandtes, exogenes Retrovirus zuriickgehen-
den MSRV Sequenzen (Perron et al., 1997 / Komurian-Pradel et al., 1999) beziiglich ihrer
Herkunft analysiert werden. Dabei sollen die von uns gesammelten Erkenntnisse iiber die
Héufigkeit von in-vitro Rekombinationsereignissen bei der RT-PCR beriicksichtigt werden

(siehe Kap. 6.2).
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3 Material

3.1 Bakterienstimme

E. coli — pMos — blue (pMos — blue T-vector Kit, Amersham) wurden zur Transformation
und Klonierung mit dem pGem — T — Vektor genutzt.

One Shot® TOP10 Chemically Competent E. coli (Invitrogen) wurden zur Transformation
und Klonierung mit dem pCR®2.1-TOPO® Vektor (Invitrogen) genutzt.

3.2 GrofBienmarker

1 — Kb plus DNA Marker (Invitrogen) mit Fragmenten der Gré3en 12, 11, 10,9, 8, 7, 6, 5, 4,
3,2,1.65,1,0.85,0.65,0.5,0.4,0.3,0.2 und 0.1 kB

1 — Kb DNA Marker (Invitrogen) mit Fragmenten der Gréflen 75, 134, 154, 201, 220, 298,
344, 396, 506, 1018, 1636, 2036, 3054, 4072, 5090, 6108, 7126, 8144, 9162, 10180, 11198,
12226 bp

3.3 Chemikalien, Puffer und Medien

Alle, nicht speziell in der unten aufgefiihrten Liste enthaltenen, Chemikalien wurden von den
nachfolgenden Firmen in reinster Form bezogen:

Sigma Aldrich (Miinchen), Serva (Heidelberg), Biozym (Rockland, USA), Roth (Karlsruhe),
Merck (Darmstadt).

Agarose (Invitrogen)

0,1 M DTT (Invitrogen) Lieferung mit SuperScript II RT (Invitrogen)
Blaumarker Glycerin (50%); EDTA (50mM); Bromphe-
nolblau (0,25%)

BSA 10 mg / ml (New England Biolabs) 20 mM KPO4, 50 mM NacCl, 0.1 mM ED-
(Cat. No. B9001S) TA, 5% Glycerol, pH 7.0
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EDTA-Stammlésung

5x First Strand Buffer (Invitrogen)

Fotales Kilberserum (=FCS), (Biochrom)

Inkubationspuffer 10x, DNase I (Roche)
(Cat.No. 04 716 728 001)

IPTG 0,1M

LB-Agar (Becton & Dickinson)

LB-Medium (Becton & Dickinson)

LB-Medium oder LB-Agar mit Ampicillin
(Ratiopharm)

NEBuffer 1 (New England Biolabs)
(Cat. No. B7001S)

NEBuffer 2 (New England Biolabs)
(Cat. No. B7002S)

NEBuffer 4 (New England Biolabs)
(Cat. No. B7004S)

PBS (phosphatgepufferte Salzlosung)

Penicillin / Streptomycin

74,448¢g auf 1000ml Aqua dest.
250mM Tris-HCL, 375 mM KCI, 15 mM

MgCl2, pH 8,3
Lieferung mit SuperScript II RT (Invitrogen)

400mM Tris-HCL, 100 mM NaCl, 60 mM
MgCl2, 10 mM CaClz, ph 7,9

(1,2 g IPTG in 50 ml AquaDest)

20g LB-Agar auf 500ml Aqua dest.

12,5g LB-Bouillon auf 500ml Aqua dest.

0,1mg Ampicillin pro Milliliter Medium

10 mM Bis-Tris-Propane-HCI,
MgCl2, 1 mM Dithiothreitol, pH 7.0

10 mM

50 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl, 10 mM
MgCl2, 1 mM Dithiothreitol, pH 7.9

50 mM Kaliumacetat, 20 mM Tris-acetat, 10
mM Mg-Acetat, ImM Dithiothreitol, pH 7.9

500ml Stammlésung A; 500ml Stammlo-
sung B; Aqua dest. ad 51
Penicillin 100

100 U/ml, Streptomycin

ug/ml
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10x PCR — Puffer (Sigma)

pCR 2.1-TOPO Vektor

2x Rapid ligation Puffer (Promega)

RPMI 1640 Zellkulturmedium (GIBCO)

S.0.C. Medium

50 fach TAE-Puffer

1 fach TAE-Puffer

10 x TURBO DNAse Puffer (Ambion)

T4-DNA-Ligase-Puffer

X-Gal

100mM Tris-HCl, 500mM KCI, 15mM
MgCl2, 0,01 % Gelatine, pH 8,3

10 ng/pl Plasmid DNA in 50% Glycerol, 50
mM Tris-HCIl, ImM EDTA, ImM DTT,
0.1% Triton X-100, 100 ug/ml BSA, Phe-
nolrot, pH 7.4

60mM Tris-HCL, 20 mM MgCl2, 20 mM
DTT, 2mM ATP, 10 % Polyethylenglykol
Lieferung mit Promega pGEM-T Kit

2% Trypton, 0.5% Hefeekstrakt, 10 mM
NaCl, 2.5 mM KCl, 10 mM MgCl2, 10 mM
MgSO04, 20 mM Glukose, auf 1 | Aqua Dest.
pH 7,0

242.18g Tris-Puffer (2M); 20,5g Na-acetat
(0,25M); 18,6g EDTA; 50ml Essigséaure

50 fach TAE-Puffer mit Aqua dest. 1:50
Lieferung mit TURBO DNA-free Kit

ATP (10mmol/1); MgCl12 (50mmol/l); Dithi-
othreitol (DTT, 10mmol/l); Tris-HCI
(600mmol/1, pH 7,5)

100 mg 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-

galaktosid geldst in 2 ml N,N’-dimethyl-

formamid
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3.4 Laborgerate und andere Materialien

3.4.1 Gerate

PCR-Gerit: MJ Reseach, Peltier Thermal Cycler PTC 200
Zellzédhlung: Schirfe System, Casy 1

Abzug: Waldner Electronics, FAZ 3

Tischzentrifuge: Heraeus Christ, Biofuge A

Zentrifuge: Heraeus Instruments, Megafuge 1R

Vortexer: RLabin, Duo Press to mix

Wasserbad: BBraun, Thermomix ME

Datenverarbeitung: Fujitsu Siemens Amilo A 1630 PC

3.4.2 Kits

Nucleospin Extract I, 50 Reaktionen, Macherey und Nagel, Cat. No. 636972
peqGOLD Plasmid Miniprep Kit, 200 Rektionen, PEQLAB, Cat. No. 12-6942-02
pGEM-T Vector System I, 20 Reaktionen, Promega, Cat. No. A3600
QIAshredder, 50 Saulen, Qiagen, Cat. No. 79654

QIAprep Spin Miniprep Kit, 250 Reaktionen, Qiagen, Cat. No. 27106

RNeasy Mini, 50 Reaktionen, Qiagen, Cat. No. 74104

TOPO TA Cloning® Kit, 20 Reaktionen, Invitrogen, Cat. No. K4500-01

3.5 Enzyme und ANTP’s

BsrGI Restriktionsenzym New England Biolabs (Cat. No. R0575S)
DNAse I recombinant, RNAse free Roche (Cat. No. 04 716 728 001)

Kpnl Restriktionsenzym New Enlgand Biolabs (Cat. No.R0142S)
Ndel Restriktionsenzym New Enlgand Biolabs (Cat. No. RO111S)
peqGOLD dNTP-Set PEQLAB (Cat. No. 20-2011)

Protector RNAse Inhibitor Roche (Cat. No. 03 335399 001)

Superscript II Reverse Transkriptase Invitrogen (Cat. No. 18064-022)
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Superscript II1 Reverse Transkriptase

Taq Polymerase A
Turbo DNAse (in DNA-free DNAse Kit)

T4-DNA-Ligase (in pGEM-T Vector System

Invitrogen (Cat. No. 18080-093)
Sigma (Cat. No. D6677-250 UN)
Ambion (Cat. No. AM1906)
Promega (Cat. No. A3600)

3.6 OligOﬂUkleOtide (Operon, TIB-Molbiol)

Die hier aufgelisteten Primer wurden zur Herstellung von PCR Amplifikaten und anschlieBenden Klonierung verwendet.

GroRe des Amplikons | Anzahl der amplifizierten
Zielgen Oligonukleotidsequenz 5’ — 3’
(bp) proviralen Loci*

sense: MS/HERV-U 5-TTC ACT GCC CAC ACC CAT-3
HERV-W env 641 9

antisense: Nell-env-R 5’-GAG GTA CCA CAG ACA AAA AAT ATT CCT-3
HERV-W env Sense: Xq22StopFlank 5-GCT GCT GTA CAA CCA GTAGCT C-3’ 305 ]
Xq22 Antisense: Xq22spezATT 5-TTC TCT TGC CTG ACC TTG AAT-3
HERV-W env Sense: Xq22genfwd 5-AAA TGT GGA CAA TGC ACA TAA CA-3’ 2134 1
Xq22 genom. Antisense Xg22genrev 5-GCA TGC TCA CTG CTA AAG GA-3

Tabelle 1: Ubersicht tber die fiir die PCR verwandten Oligonukleotidkombinationen. Die jeweilige Primerbezeichnung steht in der zweiten Spalte (fett). Mit Hilfe des online Programmes "UCSC In-

Silico PCR” (http://hgw4.cse.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr?command=start) wurde die GroRe und Anzahl der mit der jeweiligen Oligonukleotidkombination amplifizierbaren Loci im humanen Genom be-

rechnet. Die angegebne Anzahl der amplifizierbaren proviralen Loci umfasst nur solche mit 100 prozentigen Treffern des Sense-Primers.
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3.7 Vektoren

3.7.1 pGem-T-Vektor (Promega)

Der pGEM-T Vektor ist ein bakterieller Expressionsvektor, welcher zur Klonierung von
PCR Produkten benutzt wird. An beiden Enden des Vektors befinden sich iiberhdngende
Thyminreste. An diese konnen sich die PCR-Amplifikate anlagern, da die Taq-Polymerase
allen Amplifikaten am 3'-Ende ein Desoxyadenosin anhéngt. Durch den Thyminrest an bei-
den Enden wird auch einer Rezirkularisation des Vektors ohne Insert vorgebeugt. Die Klo-
nierungsstelle liegt in einem fiir die P-Galaktosidase kodierenden Bereich, wodurch ein
»Blue-White —Screening™ ermdglicht wird. Ist ein amplifiziertes Fragment in den Vektor
integriert, so wird das lacZ-Gen ausgeschaltet und die Bakterienkolonie, welche ein Insert
enthélt erscheint auf der Agarplatte weill, wohingegen Kolonien, die ein intaktes lacZ-Gen
enthalten, blaulich erscheinen. Weiterhin kodiert der Vektor fiir ein Resistenzgen von Ampi-

cillin, welches der Selektion transformierter Bakterien dient.

3.7.2 pCR 2.1-TOPO Vektor

Der pCR 2.1-TOPO Vektor ist ebenfalls ein bakterieller Expressionsvektor, welcher zur
Klonierung von PCR Produkten benutzt wird. An beiden Enden des linearisierten Vektors
befinden sich 3’ Thyminreste mit kovalent gebundener Topoisomerase I des Vaccinia Virus.
Mit Hilfe der in der kovalenten Bindung zur Topoisomerase gespeicherten Energie kann ein
PCR Produkt mit Desoxyadenosinrest in einer nur fiinfminiitigen Reaktion, ohne Verwen-
dung einer Ligase, ligiert werden (Shuman, 1994). Wie beim pGEM-T Vektor ist ein Blue-

White-Screening fiir rekombinante Klone moglich.

3.8 Zelllinien

3.8.1 B-Zelllinien

BLCL-M BLCL-KR, BLCL-L: B-lymphoblastoide Zelllinien welche aus PBMCs (,,pe-
ripheral blood mononuclear cells*) von Mitarbeitern hergestellt wurden. Eine Immortalisie-

rung wurde durch Transformation mit EBV-B95-8 erzielt.
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BLCL-297/03: B-lymphoblastoide Zelllinie welche aus PBMCs einer 32 jdhrigen Patientin
mit Multipler — Sklerose hergestellt wurde. Eine Immortalisierung wurde durch Transforma-

tion mit EBV-B95-8 erzielt

3.9 Klonierungen

3.9.1 HERV-W-env Transkriptionsmusteranalyse

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden von vier Multiple Sklerose Patienten und vier
gesunden Kontrollen die folgenden Klonierungen durchgefiihrt. Zunidchst wurden die provi-
ralen Zielgene mittels RT-PCR mit den Primern MS/Herv-U und Nell-env-R amplifiziert
und anschliefend die entstandenen Fragmente in den pGEM-T bzw. pCR 2.1-TOPO Vektor

kloniert (siehe Kap. 5.2.9) um dann jeweils mindestens 40 Klone zu sequenzieren.

Klonierung Probe
MS-I PBMC 297/03 cDNA
MS-II PBMC 197/02 cDNA
MS-IlI PBMC 176/02 cDNA
MS-IV PBMC 321/03 cDNA
KO-l PBMC KT-22 cDNA
KO-II PBMC KT-9 cDNA
KO-lI PBMC KT-5 cDNA
KO-IV PBMC K4/03 cDNA

Tabelle 2: Zuordnung der Klonierungen im Rahmen der HERV-W-env

Transkriptionsmusteranalyse zu den dabei verwandten PBMC Proben

3.9.2 Screening auf Mutationen im HERV-W-env Xq22.3 Stop
Codon

Die folgenden Klonierungen wurden im Rahmen dieser Arbeit zur Untersuchung eines spezi-
fischen Stop Codons im HERV-W-env Lokus auf Chromosom Xq22.3 hergestellt. Das Ziel-
gen wurde mittels einer zwei Schritte umfassenden ,,Nested — PCR* zunéchst mit den Pri-
mern Xq22genfwd und Xq22genrev sowie darauffolgend mit den Primern Xq22StopFlank
und Xq22spezATT amplifiziert (siche Kap.6.4). AnschlieBend wurde das entstandene Frag-

ment in den pGEM-T Vektor kloniert um es zu sequenzieren.
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Klonierung Patientenprobe Klonierung Kontrollprobe
MS-1* BLCL 297/03 gDNA KO-1 PBMC KT-22 gDNA
MS-2 PBMC 176/02 gDNA KO-2 BLCL-KR gDNA
MS-3 PBMC 321/03 gDNA KO-3 PBMC-KT-5 gDNA
MS-4 PBMC 289/02 gDNA KO-4 PBMC KT-21 gDNA
MS-5 PBMC 247/03 gDNA KO-5 PBMC K-14 gDNA
MS-6 PBMC 00/359 gDNA KO-6 PBMC KT-2 gDNA
MS-7 PBMC 148/02 gDNA KO-7 PBMC KT-14 gDNA
MS-8 PBMC 76/02 gDNA KO-8 PBMC KT-19 gDNA
MS-9 PBMC 200/02 gDNA KO-9 PBMC KT-7 gDNA

MS-10** PBMC 197/02 cDNA KO-10 PBMC KT-4 gDNA

Tabelle3: Ubersicht iiber die im Rahmen des Screenings auf Mutationen eines Stop Codons im HERV-W-env
Xqg22.3 Locus erfolgten Klonierungen und die dabei verwandten Proben. Die mit * markierte Klonierung erfolgte
ohne Nested-PCR direkt unter Verwendung der Primer Xq22genfwd und Xq22genrev. Die mit ** markierte Klonie-

rung erfolgte unter Verwendung von cDNA, da keine gDNA zur Aufreinigung zur Verfliigung stand.

3.9.3 Weitere Klonierungen

MS-4b: PBMC 289/02 cDNA, Primer: Xq22StopFlank und Xq22spezATT
ATT+HRT: PBMC K4/03 cDNA aus Gen spezifischer RT, Primer fiir ,, HERV-W-env Xq22*

3.10 Computersoftware und Webseiten

Im Rahmen der Ergebnisanalyse und Erstellung dieser Arbeit wurden folgende Software und
Webseiten genutzt:

e Microsoft Windows XP-Home Edition und Microsoft Office 2003

e Mozilla Firefox 2.0.0.8

e Ulead Photo Impact 5.0 (Grafikbearbeitung)

e Muscle 3.6 — multiple sequence alignment software (Edgar, 2004)

e Human Blat Search: http://genome.brc.mcw.edu/cgi-bin/hgBlat

e BOXSHADE 3.21: http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html

e Pubmed: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez (Literaturrecherche und Sequenz-

datenbank)
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4 Patienten und gesunde Kontrollen

Die Blutprobenentnahme von Patienten mit Multipler Sklerose und gesunden Kontrollen
wurde von der Ethikkommission der medizinischen Fakultét der Universitit Wiirzburg ge-
nehmigt. Alle Teilnehmer haben ihr schriftliches Einverstindnis gegeben. Die im Rahmen
dieser Arbeit verwandten PBMC Proben wurden wihrend einer vorangegangenen Untersu-
chung asserviert (Gronen et al., 2006). Die Blutproben der Patienten stammen von 10 Perso-
nen mit Multipler Sklerose, welche sich in der Neurologischen Klinik der Universitdt Wiirz-
burg in regelméBiger Behandlung befanden. Die klinischen Angaben wurden den Patienten-
akten entnommen. Multiple Sklerose wurde gemél den Poser Kriterien diagnostiziert (Poser
et al., 1983) und als schubférmig remittierende (RRMS), sekundir progrediente (SPMS) und
primér progrediente Multiple Sklerose (PPMS) kategorisiert. Die Blutproben der 12 gesun-
den Kontrollen stammen von Klinikmitarbeitern bzw. potentiellen Knochenmarkspendern
aus der Datenbank des Instituts fiir Transfusionsmedizin und Hamatologie der Universitat
Wiirzburg. Die in der vorliegenden Arbeit eingeschlossenen Patienten waren entweder unbe-
handelt (n=4) oder erhielten eine Therapie mit Glatirameracetat (Copaxone ®; n=4) bzw.
Interferon (IFN)-B (n=2). Keiner der Patienten hatte im Verlauf der letzten 6 Monate vor
Blutentnahme eine Kortisontherapie erhalten.

Etwa 40 ml periphervenoses Blut wurde mit EDTA-R6hrchen entnommen. Die enthaltenen
PBMCs (,,peripheral blood mononuclear cells*) wurden mittels Lymphoprep Gradienten-
zentrifugation (Axis Shield, Oslo, Norway) isoliert. Nach der Isolierung wurden die Zellen
einmal in PBS (Biochrome AG, Berlin) gewaschen, fiir die spétere Verwendung eingefroren
und bei -70°C gelagert. Aus den in der folgenden Tabelle aufgelisteten Proben wurden mit-
tels RNA Extraktion und Reverser Transkription cDNA hergestellt. Die cDNA von vier Pati-
enten- und vier Kontrollen (*) wurde anschlieBend hinsichtlich des Transkriptionsmusters
von HERV-W-env Loci mittels Klonierung und Sequenzierung genauer untersucht (siche
Kap. 6.1.5). Des Weiteren wurde genomische DNA aufgereinigt welche zur Suche nach ei-
ner Punktmutation eines Stop—Codons des env Locus der HERV-W Kopie auf Chromosom

Xq22.3 genutzt wurde (siche Kap. 6.4).
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Patientenkiirzel MS-Typ EDSS Therapie Monate nach Kor- Alter Geschlecht | Sequenzbezeichnungen Sequenzbezeichnun-
tisontherapie (Jahre) Transkriptionsanalyse | gen Stop-Codon-Suche
297//03 * RR 1,5 Glatirameracetat 6 32 w MS-I MS-1
197/02 * RR 2 Interferon beta-1a 6 39 w MS-II MS-10**
176/02 * RR 4,5 Glatirameracetat 12 36 M MS-IlI MS-2
321/03 * SP 6,5 keine 84 29 W MS-IV MS-3
289/02 RR 3,5 Interferon beta-1a 24 37 w MS-4
247/03 RR 4 Glatirameracetat 24 34 M MS-5
00/359 SP 3,5 keine 12 50 W MS-6
148/02 PP 8 keine >24 43 w MS-7
76/02 PP 8,5 keine 12 54 w MS-8
200/02 RR 1,5 Glatirameracetat 6 30 M MS-9
Durchschnittsalter: 38,4 3m 7w

Tabelle 4: Ubersicht iiber die klinischen Daten des Patientenkollektivs und die Nomenklatur der mit den jeweiligen Proben durchgefiihrten Klonierungen. * fiir die Transkriptionsmusteranalyse ver-

wandte Patientenproben. ** keine gDNA verfiigbar, Screening auf Stop-Codon-Mutation in cDNA

EDSS = Expanded Disability Status Scale, Score zum Messen der Schwere der durch die Erkrankung bedingten Behinderung, reicht von 0 = normale neurologische Funktionen bis 10 = Tod durch

die Erkrankung bedingt

RR = relapsing remitting (schubférmig remittierend)
SP = secondary progressive (sekundar progredient)

PP = primary progressive (primar progredient)
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Kiirzel Kontrolle Alter Geschlecht Sequenzbezeichnung Transkriptionsmusteranalyse Sequenzbezeichnung Stop-Codon-Suche
KT-22* 34 w KO-I KO-1
KT-9* 41 M KO-II >
KT-5* 35 M KO-l KO-3
K4/03* 29 W KO-IV *
KT-11 36 M KO-2***
KT-21 42 w KO-4

K-14 33 M KO-5

KT-2 40 W KO-6

KT-14 55 w KO-7

KT-19 43 w KO-8

KT-7 38 w KO-9

KT-4 27 M KO-10
Durchschnittsalter: 37,8 5m, 7w

Tabelle 5: Ubersicht {iber Alter und Geschlecht der Kontollpersonen sowie die Nomenklatur der mit den jeweiligen Proben durchgefiihrten Klonierungen. * fiir die Transkriptionsmusteranalyse ver-

wandte Kontrollproben. ** keine gDNA Aufreinigung erfolgt. *** aus EBV transformierten B-Zellen aufgereinigte DNA
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5 Methoden

5.1 Zellkulturtechniken

5.1.1 Auftauen der PBMC — Proben

Zum Auftauen der PBMCs wurden die Kryokonservierungsrohrchen dem Gefrierschrank
entnommen und schnell bei 37°C aufgetaut. Anschlielend wurden die Zellen in 20 ml vor-
gewdrmtem RPMI 1640 Zellkulturmedium aufgenommen, darin resuspendiert und 10 min
bei 1200/min zentrifugiert. Nach AbgieBen des Uberstandes folgte ein weiterer Waschschritt
mit 20 ml Zellkulturmedium. Abschlieend wurde das Zellpellet in 20ml RPMI 1640 mit
Penicillin / Streptomycin und 10 % FCS resuspendiert. Die nicht mehr aufzulésenden Antei-
le des Pellets (Zelldebris) wurden mittels einer Pipette in ein 1,5 ml Eppendorf-
Reaktionsgefal} iibertragen und zur spiateren DNA-Extraktion bei -20°C tiefgefrohren. Die
im Zellkulturmedium enthaltenen PBMC’s wurden in eine Zellkulturflasche transferiert und

iiber Nacht im Brutschrank bei 37°C inkubiert.

5.1.2 Bestimmung der Zellzahl mittels des CASY-Zellzahlers

Um fiir den folgenden Schritt der RNA Extraktion die notwendige Menge an Lysispuffer zu
ermitteln, war eine Bestimmung der eingesetzten Zellzahl notwendig. Diese wurde mit Hilfe
des Zellzéhlgerdtes CASY TT vorgenommen. 10 pl der Zellsuspension wurden in 10 ml Ca-
syton (Elektrolytlosung des Herstellers) aufgenommen. Die gemessenen Zellen wirken im
leitenden Medium als Isolator und verdndern damit beim Durchtritt durch die Messzelle den

elektrischen Widerstand was Riickschliisse auf Zelldichte und GroBenverteilung erlaubt.

5.2 Nukleinsauretechniken

5.2.1 RNA Extraktion

Zur Isolierung der RNA aus den PBMC Proben wurde der RNeasy-Mini Kit der Firma Qui-
agen verwandt. Diese Sdulenpriparationstechnik basiert auf der Bindung der RNA an eine
Silicagel-Membran, an welche bis zu 100 pg RNA mit einer Lange von iiber 200 Nukleoti-

den binden kann. Zunéchst wurden die im Ndhrmedium suspendierten Zellen mittels Zentri-
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fugation (10 min bei 1200/min) pelletiert. AnschlieBend wurden die Zellen unmittelbar mit
einem stark denaturierenden, Guanidinisothiocyanat (GITC) und B-Mercaptoethanol (§ -ME)
enthaltenden Puffer lysiert. Dieser Puffer inaktiviert enthaltene RNAsen, so dass die Isolie-
rung einer intakten RNA gewdhrleistet war. AnschlieBend wurde das Lysat mittels QIAsh-
redder Sdulen (Quiagen) homogenisiert um eine effektive Bindung der RNA an die Memb-
ran zu gewiahrleisten. Nach der Zugabe von Ethanol wurde die Probe auf die RNeasy Mini-
Saule aufgetragen. Die RNA bindet an die Membran, wihrend die iibrigen Substanzen nach
dem Protokoll des Herstellers durch mehrer Zentrifugations- und Waschschritte entfernt

wurden. Die RNA wurde abschlieBend in 60 ul RNAse freiem Wasser eluiert.

5.2.2 Konzentrationsbestimmung von RNA und DNA

Die Konzentration von Nukleinsduren wurde mittels Absorptionsspektroskopie im Photome-
ter bestimmt. DNA Proben wurden in einer Verdiinnung von 1:100 und RNA Proben in einer
Verdiinnung von 1:50 in Aqua dest. gemessen. Die konjugierten Doppelbindungen in den
Basen von Nukleinséuren absorbieren ultraviolettes Licht mit einer Maximalabsorption bei
etwa 257 nm. Proteine weisen ein Absorptionsmaximum bei etwa 280 nm auf. Mit Hilfe des
Lambert-Beerschen Gesetzes kann die Extinktion in die Nukleinsdurekonzentration umge-
rechnet werden. Der Quotient aus der optischen Dichte bei 260 nm und 280 nm l4sst Riick-
schliisse auf die Reinheit der Losung zu. Optimale Werte fiir DNA liegen zwischen 1,65 und
1,85. Niedrigere Werte weisen auf eine Proteinverunreinigung, hohere auf eine RNA Verun-

reinigung hin. Die optimale Ratio von RNA liegt zwischen 1,9 und 2,2.

5.2.3 DNAse Verdau

Ein Ziel dieser Arbeit war es, zu ermitteln welche der ausgewéhlten HERV-W-env Loci
transkriptionsaktiv sind. Daher war es notwendig sicherzustellen, dass in der folgenden PCR
Reaktion keine genomische DNA amplifiziert wurde. Dies wurde durch einen vollstdndigen
DNAse Verdau des RNA-Extraktes aus dem vorangegangenen Schritt erreicht. Um eine
Kontamination der Proben mit anderweitiger DNA zu vermeiden wurden sowohl der DNAse
Verdau als auch die folgende PCR Reaktion mit groBter Vorsicht an der Sterilbank pipettiert.
Zu Beginn der Experimente wurde fiir den DNAse Verdau DNAse I von Roche nach folgen-

dem, vom Hersteller abweichenden, Reaktionsschema verwandt:
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RNA-Extrakt 40 pl
10x Inkubationspuffer 5l
RNAse Inhibitor 2l
DNAse | 30 units 3l

50 pl

Tabelle 6: Pippetierschema DNAse Verdau,

DNAse |, Roche

e Zunichst umpippetieren des RNA-Extraktes in ein steriles Reaktionsgefal3

e Hinzufiigen von Inkubationspuffer und RNAse Inhibitor und zentrifugieren (30s bei
6000/min)

e Hinzufligen der DNAse und Inkubation im Wasserbad bei 37°C fiir 45 min

o Stoppen der Reaktion durch Hinzufiigen von 2 ul EDTA 0,2M

o Hitzeinaktivierung der DNAse im Wasserbad bei 75°C fiir 10 min

e Zentrifugieren, 1 min bei 6000/min und Kiihlen auf Eis

Spéter wurde auf die Verwendung von Turbo DNAse (Ambion) umgestellt. Bei dieser, durch
eine hohere katalytische Effektivitit gekennzeichneten, DNAse entfillt die Hitzeinaktivie-
rung und das Hinzufiigen von EDTA zum Stoppen der Reaktion. Das folgende intensivierte

Reaktionsschema wurde verwandt:

10 pg RNA plus

Aqua dest. RNA-frei ad 43 pl

10x Turbo-DNAse-Puffer 5l

Turbo DNAse 2 ul

Inaktivierungsreagenz 10 pl
60 pl

Tabelle 7: Pippetierschema DNAse Verdau, Turbo
DNAse, Ambion

e Vorlegen des RNA-Extraktes (10 pg RNA) in Aqua dest. ad 43 pl
o Hinzufiigen des 10x Inkubationspuffers und zentrifugieren (30s bei 6000/min)
e Hinzufiigen von 1 ul Turbo DNAse und Inkubation im Wasserbad bei 37°C fiir 30 min
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o kurzes Zentrifugieren und hinzufiigen von 1 pl Turbo DNase

o Inkubation bei 37°C fiir 30 min

e Zugabe von 10 ul Inaktivierungsreagenz und Inkubation bei Raumtemperatur fiir 2 min
o Abzentrifugieren des Inaktivierungsreagenz bei 12000/min fiir 1,5 min

o Abpippetieren von 42 pl des Uberstandes in ein steriles Reaktionsgefif, Kiihlen auf Eis
5.2.4 Reverse Transkription

5.2.4.1 Reverse Transkription der gesamt — RNA

Zur Amplifikation der isolierten RNA mittels PCR musste die einzelstringige RNA mit Hil-
fe einer retroviralen Reversen Transkriptase in eine komplementire copy DNA (cDNA) um-
geschrieben werden. Diese cDNA diente bei der PCR als Matrize. Um eine Verunreinigung
mit verbleibender genomischer DNA ausschlieBen zu konnen, erfolgte parallel eine RT-
minus Kontrolle. Dafiir wurde je Probe ein Reaktiosgefal ohne Zugabe der reversen
Transkriptase parallel prozessiert. Die Synthese der cDNA erfolgte mit 0,3 bis 0,5 ug RNA
mittels der M-MLV Reversen Transkriptase (,,Superscript II Invitrogen) in Anwesenheit

von Hexaoligonukleotiden mit zufélliger Sequenz (random hexamers) nach folgendem Reak-

tionsschema:
RNA und Aqua dest. ad 11pl
random hexamers 1l
RT dNTP Mix 1l

Tabelle 8a: Pippetierschema Reverse Transkription

o Inkubation bei 65°C fiir 5 min um Basenpaarungen innerhalb einzelstringiger RNA auf-
zuldsen

o Kurzes Abkiihlen auf Eis und hinzufiigen von:

5x First-Strand Buffer 4yl

0,1 MDTT 2l

Tabelle 8b: Pippetierschema Reverse Transkription

o Vorsichtiges Mischen und Inkubation bei Raumtemperatur fiir 2 min
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o In die RT-plus Proben hinzufiigen von:

Superscript Il RT 1ul

Tabelle 8c: Pippetierschema Reverse Transkription

o Inkubation bei Raumtemperatur fiir 10 min
e Inkubation bei 42°C fiir 60 min
o Hitzeinaktivierung bei 75°C fiir 10 min und anschlieBende Lagerung bei -20°C

5.2.4.2 Gen - spezifische Reverse Transkription

Zur Bestimmung der Transkriptionsrichtung des HERV-W-env Xq22.3 Lokus wurde eine
Reverse Transkription mit genspezifischen Primern durchgefiihrt. Hierzu wurden getrennte
Reaktionsansitze mit entweder nur dem Xq22StopFlank bzw. nur dem Xq22spezATT Pri-
mer prozessiert um einen Riickschluss auf die Transkriptionsrichtung der mRNA zu ermog-
lichen (siche Abb. 18). Abweichend vom Schema der RT fiir die gesamt — RNA (Kap.
5.2.4.1) wurde hier die Superscript III Reverse Transkriptase (Invitrogen) mit hoherer Ther-
mostabilitdt verwandt. Hierdurch konnte eine hohere Reaktionstemperatur von 55°C fiir 45

min gewéhlt und damit eine gesteigerte Spezifitit gewéhrleistet werden.

5.2.5 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

5.2.5.1 Konventionelle PCR

Dieses 1983 von Kary Mullis entwickelte und dann durch Saiki (Saiki et al., 1985) beschrie-
bene Verfahren ist heute eine Standardtechnik um ausgewidhlte DNA-Fragmente in-vitro zu
vervielfiltigen. Die Reaktion lduft in drei charakteristischen Schritten ab, welche sich in bis
zu 45 Zyklen wiederholen: die Denaturierung, d.h. Aufspaltung des DNA-Doppelstranges,
das Annealing (Aneinanderlagern) der Primer an die Matrizensequenzen und die Elongation
des DNA-Komplementérstrangs durch die eine hitzestabile Polymerase. Zunichst wird bei
Temperaturen von 94-96°C der DNA-Doppelstrang der Ausgangs-DNA (template) aufge-
schmolzen (denaturiert). Wéhrend des folgenden Schritts, dem Annealing lagern sich bei
Temperaturen von ca 55-65°C die sequenzspezifischen Oligonukleotide (sense und antisense
Primer), die zum 5°- bzw. 3°- Ende der zu amplifizierenden Sequenz komplementér sind, an
beide Enden des Templates an. Im dritten Schritt, der Elongation, wird der komplementare

DNA-Strang durch eine hitzestabile (Taq)-Polymerase synthetisiert, deren maximale En-
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zymaktivitit bei Temperaturen zwischen 68 und 72°C liegt. Auf diese Art findet beim Hin-

tereinanderschalten mehrerer Zyklen eine exponentielle DNA-Amplifikation statt.

Fiir die in dieser Arbeit vorgenommenen PCR-Reaktionen wurden meist 50 pl Anséitze ver-

wandt, welche wie folgt zusammengesetzt waren:

Template DNA 0,3-3 pl
10x PCR-Puffer 5ul
Sense-Primer (25uM) 1l
Antisense Primer (25uM) 1l
dNTP-Mix (je 0,2mM) 1pl
Taq Polymerase A 0,3 pl
Aqua dest. ad 50 pl

Tabelle 9: Pippetierschema PCR — Ansatz

Fiir die Amplifikation wurde ein Peltier Thermal Cycler PTC 200 der Firma MJ Research

mit den Programmen KR 58 35 bzw. KR 58 40 (35 bzw. 40 Zyklen) genutzt:

95°C, 3 Minuten

72°C, 10 Minuten
4°C,

N kWD =

5.2.5.2 Nested PCR

95°C, 50 Sekunden (Denaturierung)
58°C, 50 Sekunden (Annealing)
72°C, 1 Minute (Elongation)

Wiederholung der Schritte 2.-4. entsprechend der Zyklenzahl

Fiir die Klonierung des HERV-W-env Xq22 Gens im Rahmen der Untersuchung des Stop-

Codons wurde eine sogenannte Nested-PCR mit zwei Amplifikationszyklen durchgefiihrt.

Zundchst wurde mit Primern, welche im flankierenden Bereich des Gens auf dem X Chro-

mosom liegen (Xq22genfwd und Xq22genrev) ein 2134 bp grofles Template amplifiziert. In

eine anschlieBende zweite PCR wurden als Template 0,3 ul des PCR-Produktes der ersten
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PCR eingesetzt. Mit Hilfe von, fiir das HERV-W-env Xq22 Gen spezifischen, Primern
(Xq22StopFlank und Xq22spezATT), welche innerhalb des ersten PCR-Produktes liegen,

wurde ein 305 bp groBes Fragment amplifiziert, welches dann kloniert wurde.

5.2.6 Reinheitsbestimmung der komplementiren DNA (cDNA)

Die untersuchten HERV-W-env Sequenzen kommen in jeder genomischen DNA in mehrfa-
cher Kopie vor. Somit wiirden bereits geringe Kontaminationen die Aussagekraft der Unter-
suchungen beziiglich des Vorkommens von mRNA-Transkripten dieser Gene zunichte ma-
chen. Um dies zu vermeiden wurden die RNA Extraktion und Aufarbeitung der Plasmid-
DNA rdaumlich getrennt von der Detektion mittels PCR durchgefiihrt. Jeder Arbeitsschritt
erfolgte unter strenger Beachtung der Sterilitidt. Die PCR wurde in einem eigens dafiir vorge-
sehenen Bereich, in der Abteilung fiir die klinische Virus-Diagnostik, vorbereitet. Das Pipet-
tieren des Pramixes und die anschliefende Probenzugabe erfolgten an rdumlich getrennten
Arbeitsplétzen. Bei jeder PCR-Reaktion erfolgte eine Wasserkontrolle und nur bei eindeutig
negativem Ergebnis wurde die PCR als valide gewertet. Um eine Kontamination der cDNA
mit externer genomischer DNA bzw. Resten der probeneigenen genomischen DNA auszu-
schlieBen, wurde eine Minus-Kontrolle ohne Zugabe von Reverser Transkriptase prozessiert.
Diese RNA-minus-RT Probe wurde ebenfalls parallel zur hergestellten cDNA einer PCR
unterzogen. Nur wenn nach 40 Zyklen auf dem Agarosegel in dieser Probe keine Amplifika-

te zu erkennen waren wurde die cDNA als rein eingestuft und zur Klonierung verwandt.

5.2.7 Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese ist eine gebrdauchliche Methode zum Auftrennen von DNA-
Fragmenten, aufgrund ihrer Eigenschaft als Polyanionen, im elektrischen Feld iiber einem
Agarosegel. Die Wanderungsgeschwindigkeit der Fragmente hdngt von ihrer Grof3e, der A-
garosekonzentration im Gel und der angelegten Spannung ab. Fiir Fragmente von 300 bis
1000 bp wurde im Rahmen dieser Arbeit eine Konzentration von 2,5 % gewdéhlt, fiir Frag-
mente von 1000 bis 2200 bp eine Agarosekonzentration von 1,5 %. Zur Herstellung der Aga-
rosegele wurde die entsprechende Menge Agarosepulver in 1x TAE Puffer gegeben und die
Losung in einem Mikrowellenherd aufgekocht bis die Agarose vollstindig aufgelost war.

Nach Abkiihlen auf ca. 60°C wurde der Fluoreszenzfarbstoff Ethidiumbromid (0,5 pg
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pro ml Losung) hinzugegeben, welcher mit dem DNA-Doppelstrang interkaliert und unter
UV-Licht fluoresziert. Das Gel wurde unter einem Abzug in einen Rahmen mit vorbereiteten
Kéammen, welche die Taschen fiir die DNA-Proben formen, gegossen. Nach ca. 30 min bei
Raumtemperatur war das Gel auspolymerisiert und konnte verwandt werden. Die DNA-
Proben wurden mit 20% Blaumarker versetzt um die Laufstrecke verfolgen zu kénnen und in
die Taschen des Gels pipettiert. In die erste Tasche wurde ein DNA-Molekiilgewichtsmarker
(1 kb (plus) DNA Iladder) gegeben um die Grofle der DNA Banden spiter abschétzen zu
konnen. In einer, mit 1x TAE-Puffer gefiillten, Elektrophoresekammer wurden die DNA-
Fragmente bei Gleichspannungswerten von maximal 120 V entsprechend ihrer Ladung und
Molekiilgrofle aufgetrennt. Das Ergebnis wurde fotographisch unter kurzwelligem UV-Licht
(A=254nm) dokumentiert.

5.2.8 DNA-Aufreinigung aus dem Agarosegel

Nach der Trennung der DNA-Fragmente mittels Agarosegelelektrophorese wurden bestimm-
te Fragmente fiir die Klonierung aus dem Gel isoliert. Zunédchst wurde hierzu das Agarose-
gel, um Schéden der DNA durch das kurzwellige UV-Licht zu vermeiden, auf einem UV-
Schirm mit der Wellenldnge A=366nm betrachtet und die gewiinschte Bande ausgeschnitten.
Die DNA wurde anschlieBend mit dem Nucleospin-Extract-11 Kit (Macherey & Nagel) auf-
gereinigt. Diese Methode basiert auf dem Prinzip der Ionenaustausch-Chromatographie. Zu-
nichst wurde das Agarosestiick in einem Puffer im Wasserbad bei 50°C geschmolzen. An-
schlieBen, wurde die Losung auf die lonenaustauschsdule pipettiert. Bei der folgenden
Zentrifugation band die negativ geladene DNA an die positiv geladene Séule. Nach einem

Waschschritt wurde die DNA in 20 pl vorgewéarmten Aqua dest. eluiert.

5.2.9 Ligation von DNA-Fragmenten

Die aus dem Agarosegel aufgereinigten DNA-Fragmente wurden in den pGEM-T bzw. pCR
2.1-TOPO Vektor ligiert. Beide Vektoren besitzen iliberhdngende Thymidinreste wodurch
PCR-Amplifikate mit 3’-Desoxyadenosin-Resten ohne Zuhilfenahme von Restriktionsenzy-
men ligiert werden konnen (siche Kap. 3.7). Die Vektorsysteme wurden gemal3 Hersteller-
angaben, im Falle des pGEM-T Systems mit einer Inkubation bei 4°C iiber Nacht (ca 16

Stunden), nach folgendem Schema angewandt:
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DNA-Gel-Eluat 3l DNA-Gel-Eluat 4 ul
2x Rapid ligation Puffer 5l pCR 2.1-TOPO Vektor 1l
pGEM-T Vektor, linearisiert 1ul Salzlésung 1l
T4 DNA Ligase 1yl

Tabelle 10: Pippetierschema pGEM-Ligation Tabelle 11: Pippetierschema Topo-Ligation

5.2.10 Analytische Plasmidaufarbeitung

Nach der Transformation von Bakterien mit Plasmiden, welche ein gewiinschtes Fragment
als Insert trugen, wurde in diesem Schritt die Plasmid-DNA aufgereinigt. Die von einer Bak-
terienkolonie gewonnene Plasmid-DNA trégt immer nur ein definiertes, kloniertes DNA-
Fragment, welches dann im néchsten Schritt zur Sequenzierung verwandt wurde.

Als erstes wurden weil3e, ein Plasmid mit Insert enthaltene Bakterienkolonien nach der Inku-
bation der Agarplatte (Kap. 5.3.1) mit einer Pipettenspitze aufgenommen und 3 ml LB-
Medium mit Ampicillin angeimpft. Diese, je auf eine Bakterienkolonie zuriickgehenden
Bakterienkulturen wurden wiederum 14-18 Stunden bei 37°C auf einer Schiittelplatte inku-
biert. AnschlieBend wurden 2 ml der Kultur in ein Reaktionsgefd3 gegeben und die Bakteri-
en fiir 3 Minuten bei 8000/min in einer Tischzentrifuge pelletiert. Nach abgieBen des Uber-
standes wurde die enthaltene Plasmid-DNA mit dem QIAprep Miniprep Kit von Quiagen
aufgereinigt. Diese Methode basiert auf der alkalischen Lyse der Bakterien gefolgt von der
Adsorption der Plasmid-DNA an eine Silica-Membran in einer Zentrifugensiule. Anschlie-
Bend wurden mehrere Waschschritte durchgefiihrt um RNA, zelluldre Proteine und anderen
Zelldebris zu entfernen bevor die DNA in 50 pl Aqua dest. eluiert wurde. Mit diesem Ver-
fahren konnten von jedem klonierten Plasmid 3-10 pg DNA mit einer Konzentration zwi-

schen 50 und 200 ng/pl aufgereinigt werden.

5.2.11 DNA-Sequenzierung

Die Plasmid DNA wurde zur Sequenzierung an das Labor Thiele in Kaiserslautern versandt.
Die Sequenzierung wurde mit dem T7-Promoter-Primer (5’-TAA TAC GAC TCA CTA
TAG GG-3’) durchgefiihrt.
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5.3 Bakterientechniken

5.3.1 Transformation und Kultivierung von Bakterien

(Lederberg & Cohen, 1974)

Bei der Transformation von Bakterien werden Plasmide, in welche ein ausgewihltes DNA-
Fragment ligiert wurde, in die Bakterienzelle eingebracht. Bei der Teilung der Bakterienzel-
len wird das zu untersuchende Plasmid vervielfaltigt. AnschlieBend kann das Plasmid aus der
Bakterienkultur in groBer Anzahl isoliert werden um es dann einer Sequenzanalyse zu unter-
ziehen.

Fiir die Transformation mit dem pGEM-T Vektor transformationskompetente und bei -70°C
gelagerte E.coli des Stammes pMOS verwandt. Zunichst wurden die Bakterien ca. 30 Minu-
ten auf Eis aufgetaut. Zu 50 pl der aufgetauten Bakteriensuspension wurde der Ligationsan-
satz (10 pl) hinzupipettiert und weitere 20 Minuten auf Eis inkubiert. Um die Bakterienzell-
wand durchléssig zu machen und die Aufnahme der Plasmid-DNA zu erméglichen (Permea-
bilisierung) wurde ein 2 miniitiger Hitzeschock im Wasserbad bei 42°C durchgefiihrt. An-
schiefend wurde die Bakteriensuspension sofort kurz auf Eis gestellt um die entstandenen
Poren in der Bakterienwand zu schlieen. Nun wurden 200 pl LB Medium ohne Antibioti-
kum zu der Bakteriensuspension hinzugefiigt und eine einstiindige Vorkultur bei 37°C auf
einer Schiittelplatte durchgefiihrt. AnschlieBend wurde die Vorkultur mit einem Drigalski-
Spatel auf eine, fiir das Blue-White Screening vorbereitete (Kap. 5.3.2), Ampicillin enthal-
tende Agarplatten ausplattiert. Durch den Zusatz von Ampicillin zum LB-Agar wurde eine
Selektion transformierter Bakterien ermdglicht. Die beimpfte Agarplatte wurde iiber Nacht
fiir 16-20 h bei 37°C bebriitet.

Fiir die Transformation mit dem pCR 2.1-TOPO Vektor wurden One Shot TOP10 Chemical-
ly Competent E. coli von Invitrogen gemél den Angaben des Herstellers transformiert und

auf Agarplatten mit Ampicillin herangezogen.

5.3.2 Blue-White Screening

Das Blue White Screening ist eine Methode um Bakterienkolonien welche mit einem insert-
tragenden Vektor transformiert wurden von solchen zu unterscheiden, die nur einen Leervek-
tor enthalten. Die Methode basiert auf einer enzymatischen Reaktion bei der das Substrat X-

Gal in Anwesenheit des Induktors IPTG (Isopropylthiogalaktosid) durch die f-Galaktosidase
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zu einem blauen Produkt umgewandelt wird. Es konnen nur Bakterienstimme verwandt
werden denen die B-Galaktosidase fehlt. Es kommen Vektoren zum Einsatz, welche fiir das
Enzym in Form eines lacZ-Gens kodieren und deren Klonierungsstelle innerhalb dieses Gens
liegt. Ist ein Insert in den Vektor integriert, kann kein funktionelles Enzym mehr gebildet
werden und die Kolonie bleibt ungefarbt. Bakterien die mit einem Vektor ohne Insert trans-
formiert wurden bilden die B-Galaktosidase und erscheinen als blaue Kolonien. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde fiir das Blue-White Screening jeweils 35 pl X-Gal und 20 ul IPTG auf
die Agarplatten verteilt und die Platten anschlieBend vor der Beimpfung inkubiert bis beide

Substanzen in den Agar eindiffundiert waren.

5.4 Sequenzanalyse und statistische Auswertung

5.4.1 Auswertung der HERV-W-env Sequenzen

Die dieser Arbeit zugrundeliegende Methode basiert darauf, dass unterschiedliche provirale
Loci charakteristische Sequenzunterschiede haben, welche eine Zuordnung der Transkripte
zu den Loci erlauben. Die Zuordnung der klonierten HERV-W-env Sequenzen zu proviralen
HERV-W-env Loci im humanen Genom wurde nach folgender Methode durchgefiihrt. Zu-
niachst wurden die Chromatogramme hinsichtlich der klaren Differenzierbarkeit der Peaks
der einzelnen Basen {iberpriift. Waren die Chromatogramme unsauber, d.h. gingen sie z.B.
auf mehrere Template Sequenzen zuriick so wurden sie nicht beriicksichtigt (< 0,1 % der
Sequenzen). Bei Chromatogrammen welche gegen Ende der Sequenz nur schlecht differen-
zierbar waren (breite, niedrige, oder sich stark iiberlappende Peaks) wurden die entsprechen-
den Sequenzen gekiirzt, um eine falsche Zuordnung durch Sequenzierfehler zu vermeiden.
Anschlieend wurde aus den Fasta Dateien, die iiber die Primer hinausgehenden Sequenzan-
teile entfernt um falsch niedrige Trefferquoten in der BLAT-Search durch die mitsequenzier-
ten Vektor-Abschnitte zu unterbinden. Im nichsten Schritt wurden alle Sequenzen einer
»human BLAT-Search™ unterzogen (http://genome.brc.mcw.edu/cgi-bin/hgBlat). Nach dem
Ergebnis wurden alle Sequenzen einer Probe in Gruppen eingeteilt:

o Sequenzen welche > 99,5% Ubereinstimmung mit einem HERV-W-env Locus zeigten

wurden diesem probatorisch zugeordnet
 Sequenzen mit < 99,5% Ubereinstimmung wurden als zunéchst unklaren Ursprungs defi-

niert.
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Anschlieend wurden alle auf einen HERV-W-env Locus zuriickgehenden Sequenzen bzw.
alle als unklar definierten Sequenzen einer PBMC-Probe zusammen mit den in Frage kom-
menden Referenzsequenzen in einer Fasta-Datei zusammengefasst um sie in einem multiplen
Alignment, darzustellen. Multiple Alignments werden angefertigt um Sequenzen parallel
zueineinander, je in einer Zeile fortlaufend, darzustellen und so gemeinsame Abschnitte bzw.
Unterschiede sichtbar zu machen (siehe Abb. 5). Zundchst wurden die Sequenzen mittels des
Computerprogramms ,,muscle alignt (Edgar, 2004). Dieses Alignment wurde mit Hilfe der
Webseite Boxshade 3.21 (http://www.ch.embnet.org/software/BOX_ form.html) bearbeitet,
so dass nur die zur in der ersten Zeile stehenden Referenzsequenz unterschiedlichen Basen
im Buchstabencode aufgefiihrt sind (,,Output format: ASCI II differences®). Die gemeinsa-
men Abschnitte wurden dabei durch Platzhalter (---) ersetzt. AbschlieBend wurden alle
Alignments manuell beziiglich ihrer Mutationen, d.h. der Abweichungen zu den genomi-
schen Referenzsequzenzen durchgesehen. Durch die Darstellung im multiplen Allignment
konnte fiir jede Base, welche von der Referenzsequenz abweicht, genau {iberpriift werden ob
sie mit einer der anderen HERV-W Sequenzen iibereinstimmt. War dies bei zwei oder mehr
»Mutationen“ einer Sequenz in Folge der Fall, so wurde angenommen dass die untersuchte
Sequenz ab dieser Stelle auf den anderen Referenzlocus zuriickgehen. (= “Rekombination®,

siche Abb. 5).

HERV-W-env chrX 361 TGTAGTTTTGAGAGAACTAGTCCTTTGTAGGGGCTAGGGGTGCTATGTCCCCGGGTCAGT

HERV-W-env _chrl5 356 ............... Tt i i Covinnnin A.T.A.......
MS-II-K1 357 o 1 g......... A.T.A.......
MS-II-K2 3

HERV-W-env chrX 421 TGGGAGATTGCTTCCTTTACTTGTTTTTCTCTTGCCTGACCTTGAATTCCACCCCCATCA

HERV-W-env _chrl5 416 ......... Aol L T...... Covvvnnt T....
MS-II-K1 417 oo A..........#K- - R-----R--------R----
MS-II-K2 L

HERV-W-env_ chrX 481 GACATACTGGTATGGGTGAAGTAAGTCCAACAGACAGTGGCTCCAAGTCCTCCAGGACAA

HERV-W-env_chrl5 476 ....... CA........... et e e
MS-II-K1 L DTy
MS-II-K2 A8 L e

Abbildung 5: Beispiel fir die Mutationsanalyse einer rekombinierten Sequenz anhand eines Multiplen Alignments
(Ausschnitt der beiden Sequenzen MS-II-K1 und MS-II-K2). Die ersten beiden Zeilen geben die Sequenz der hier
beteiligten Referenz-Loci im humanen Genom wieder. Ab der zweiten Zeile sind die zur Referenzsequenz in der
ersten Zeile (HERV-W-env_chrX) synonymen Basen nur als - angegeben. Es ist zu erkennen, dass die Sequenz
MS-II-K1 bis Basenpaar 426 an allen charakteristischen Stellen (gelb) mit dem Provirus auf Chromosom 15 (iber-
einstimmt. Ab Basenpaar 437 (Thymin) zeigt sie an allen fiir Chromosom 15 charakteristischen Stellen jedoch eine
Ubereinstimmung mit dem Provirus auf Chromosom X (griin) und ist ab hier diesem zuzuordnen — es muR also im
genannten Bereich (bp 426 — 437) ein Rekombinationsereignis stattgefunden haben. AuRerdem ist zu erkennen,
dass die Sequenz MS-II-K2 auf dem gezeigten Abschnitt ohne Rekombinationsereignis mit dem Provirus auf Chro-

mosom X Ubereinstimmt.
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6 Ergebnisse

6.1 Analyse der Transkriptionsaktivitit verschie-

dener HERV-W-env Loci

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Transkriptionsaktivitit von HERV-W-env Loci in
PBMC’s von Patienten mit MS und gesunden Kontrollen mittels Ausklonierung und an-
schliefender Sequenzierung untersucht. Von den in Kapitel 3.9.1 aufgefiihrten vier Patienten
und vier Kontrollen wurden jeweils mindestens 40 Klone hergestellt, sequenziert und nach
dem in Kapitel 5.4.1 beschriebenen Verfahren ausgewertet. Insgesamt wurden 332 Klone

analysiert. Im Folgenden werden die dabei gewonnenen Ergebnisse dargestellt.

6.1.1 Ergebnisse der Reinheitskontrolle der cDNA

Unter Verwendung der beschriebenen Methoden (sieche Kap. 5.2) wurde aus PBMC Proben
von vier Patienten und vier gesunden Kontrollen mRNA aufgereinigt. Diese wurde anschlie-
Bend in einer Reversen Transkription in cDNA umgeschrieben (siche Kap. 5.2.4). Wie in
Kap. 5.2.6 beschrieben, ist die Herstellung von cDNA welche sicher frei von Verunreinigun-
gen durch genomische DNA ist, und somit ausschlieBlich auf mRNA Transkripte zuriick-
geht, ein entscheidender Punkt um die Aussagefdhigkeit der folgenden Experimente sicher-
zustellen. Die bei der Reversen Transkription hergestellte cDNA wurde einer PCR mit 40
Zyklen gemiBl dem PCR-Programm KR 58 40 unter Verwendung des Primerpaares fiir das
Zielgen HERV-W-env (siehe Kap. 3.6) unterzogen, um die darin enthaltenen HERV-W-env
Transkripte fiir die folgende Klonierung zu amplifizieren. Mit Hilfe dieser PCR wurde auch
iiberpriift, ob sich in den parallel prozessierten Negativkontrollen (ohne Zugabe von Rever-
ser Transkriptase) tatsdchlich keine HERV-W-env Transkripe nachweisen lieen. Abbildung
6 zeigt exemplarisch ein Agarosegel einer solchen Kontroll-PCR fiir zwei der hergestellten
cDNA Proben. Auch alle anderen hergestellten cDNA Proben wurden einer identischen
Kontrolle unterzogen. Alle spiter zur Klonierung und Sequenzierung verwandten cDNA

Proben waren nach diesen Kriterien frei von Verunreinigungen mit genomischer DNA.
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KO-Il - RT
MS-Il + RT
MS-II - RT
H20 Kontrolle
genom. Ktr.

-
4
+
o
X

200 bp

Abbildung 6: Agarosegel einer Kontroll — PCR zum Ausschluss von Verunreinigungen bei der cDNA Herstellung.
Nach DNase Verdau und Reverser Transkription der mRNA wurden sowohl die plus-RT als auch die minus-RT
Probe einer PCR (Primer: MS/HERV-U und Nell-env-R) mit 40 Zyklen zur Kontrolle der cDNA Herstellung unterzo-
gen. Das PCR-Produkt wurde auf ein Agarosegel aufgetragen und aufgetrennt. Zu sehen ist, dass in beiden Proben
zu welchen Reverse Transkriptase hinzugegeben wurde (KO-II + RT und MS-Il + RT) ein PCR-Produkt generiert
werden konnte (Banden bei 641 bp) wahrend bei den beiden Kontrollenproben ohne Zugabe von Reverser
Transkriptase keine Banden zu erkennen sind. Die als negativ zu bewertende Wasserkontrolle (H20O Kntrolle) und

die positive genomische Kontrolle (genom. Kir.) bestatigen die korrekte Durchfiihrung der PCR.

6.1.2 Transkribierte HERV-W-env Loci in humanen PBMC’s

Fiir die in dieser Arbeit durchgefiihrte Analyse der Transkriptionsaktivitdt von HERV-W-env
Loci wurden die Primer MS/Herv-U und Nell-env-R verwandt um aus der hergestellten
cDNA die entsprechenden cDNA Fragmente zu amplifizieren. Dieses Primerpaar erfasst laut
Blat-PCR neun verschiedene HERV-W-env Loci im humanen Genom. Bei der Charakterisie-
rung der amplifizierten HERV-W-env Transkripte durch Klonierung und Sequenzierung von
332 Klonen mit > 40 Klonen je Patient und Kontrolle stellte sich heraus, dass von den neun
theoretisch erfassten Loci nur fiinf auch in-vivo transkriptionsaktiv waren. Bei den transktip-
tionsaktiven Loci handelte es sich um HERV-W-env Proviren auf Chromosom 6q21,
Xqg22.3,7q21.2, 17q12 und 5q11.2. Die ebenfalls von dem Primerpaar erfassten Genloci auf
Chromosom 11p14.3, 12q13.13, 1p32.3 und 5g21.3 scheinen in PBMC’s nicht transkription-

saktiv zu sein und wurden bei keinem der sequenzierten Klone nachgewiesen. Allerdings
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konnten Transkripte von zwei weiteren Loci nachgewiesen werden, welche aufgrund eines
Mismatch des Primers am 5° Ende nicht zu erwarten gewesen wiren. Eines dieser beiden
unerwarteten Transkripte, ein auf Chromosom 15g21.3 gelegenes HERV-W-env Provirus,
machte mit 39,7% trotz der ungiinstigeren Bedingungen fiir eine Amplifikation wihrend der
PCR insgesamt den grofiten Anteil der sequenzierten Klone aus (siche Tab. 14 sowie Abb.
10 und 11). Die zweite nachgewiesene Sequenz, welche auf genomischer Ebene am 5’ Ende
nicht mit dem eingesetzten Forward Primer iibereinstimmt, ist ein auf Chromosom 14q21.3
gelegenes HERV-W-env Provirus. Dieses wurde insgesamt viermal beobachtet, einmal allei-
ne und dreimal in Kombination mit anderen Proviren als Bestandteil rekombinierter Sequen-
zen (siehe Kap. 6.1.5). Tabelle 12 zeigt eine Ubersicht der verwandten Primer sowie der the-

oretisch erfassten als auch tatsdchlich nachgewiesenen Loci.

6.1.3 Zuordnung der sequenzierten Klone — Bedeutung von
Rekombinationen

Nach abgeschlossener Sequenzierung von > 40 zufillig ausgewihlten Klonen je Probe er-
folgte die Zuordnung der erhaltenen Sequenzen zu den in Frage kommenden HERV-W-env
Loci im Genom. Dabei wurde nach dem in Kapitel 5.4.1 beschriebenen Verfahren vorgegan-
gen. Zunachst erfolgte die vorldufige Zuordnung der Sequenzen zu einem Provirus mittels
einer Blat-Search (http://genome.brc.mcw.edu/cgi-bin/hgBlat). AnschlieBend wurde eine
manuelle Analyse aller abweichenden Nucleotide innerhalb der Sequenz mit Hilfe eines mul-
tiplen Alignments durchgefiihrt.

Bei der ,,human BLAT-Search® aller sequenzierten 332 Klone zeigte sich, dass fiinf der neun
potentiell von unserem Primerpaar erfassten Proviren tatsichlich transkriptionsaktiv sind.
Auflerdem wurden Transkripte von zwei weiteren, primér nicht vom Primerpaar erfassten
Proviren nachgewiesen (siche Tab. 12). Insgesamt wurden Transkripte sieben verschiedener
proviraler Loci nachgewiesen. Bei Erstellung der multiplen Alignments, fiir die detaillierte
Analyse der abweichenden Nucleotide, wurden diese sieben auftretenden proviralen Loci als
Referenzproviren eingeschlossen.

Im Zuge der manuellen Analyse der Klone (siehe Kap. 5.4.1) wurden Sequenzen angetrof-
fen, welche auf zwei oder mehr Referenz-Proviren zuriickgehen. Diese Tatsache ldsst sich
durch Annahme von Rekombinationsereignissen erkldren, wie auch von Flockerzi et al. ge-

zeigt werden konnte (Flockerzi et al., 2007). Solche ex-vivo Rekombinationen von Sequen-
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HERV-W Locus Forward: MS/Herv-U (5’ - 3’) Revers: Nell-env-R (5’ - 3’) Alr;?:l?cet;n tral:,r:(s)l\:::;ifen
Primersequenzen TTC ACT GCC CAC ACC CAT GAG GTA CCA CAG ACA AAA AAT ATT CCT
Chro X 106183197 - 106183837 ——— = mmm —mm o —m— mmm mmm mmm mmm s mem —mm 641 bp Ja
Chro 7 91936808 - 91937448 ——— = mmm —mm o —m— mmm mmm mmm mmm s mem —mm 641 bp Ja
Chro 17 32765922 - 32766546 ——— = mmm —mm o —m— mmm mmm mmm mmm e mm —mm o 625 bp Ja
Chro 6 106788519 - 106789159 ——— = mmm —mm o A-— —== ——== === ——= ——= ——— ——— - 641 bp Ja
Chro 11 22290985 - 22291623 e it —-A —-— ——= —m— —m— —m— —— e ——— 639 bp Nein
Chro 12 49584167 - 49584808 e it —-A —-— ——= —m— —m— —m— —— e ——— 642 bp Nein
Chro 1 55151228 - 55151868 e it —-A —-— ——= —m— —m— —m— —— e ——— 641 bp Nein
Chro 5 107939347 - 107939986 e it -—= —== -T= —-== —== ——= == ——— ——= 640 bp Nein
Chro 5 56852791 - 56853425 e it -—= —== -T= —-== —== ——= == ——— ——= 635 bp Ja
* Chro 15 53385554 - 53386189 | --- -- C = === ——= ——= - —m— mm— mm— —mm mmm —mm e ——— 636 bp Ja
* Chro 14 44559628 - 44559996 --—- --—- -—- -CA TA- -CA —m— mmm mmm mmm mmm s mmm —mm o 632 bp Ja
Tabelle 12: Ubersicht der bei der Transkriptionsmusteranalyse von den Primern theoretisch erfassten als auch tatséchlich nachgewiesenen HERV-W-env Loci. In der ersten Zeile sind die Sequen-

zen der Oligonukleotide aufgezeichnet, welche zur Amplifikation der, in der hergestellten cDNA vorhandenen HERV-W-env Transkripe, verwandt wurden. Als Forward-Primer diente MS/Herv-U, als

Revers Primer Nell-env-R, beide hier in 5’ — 3’ Richtung dargestellt. In den folgenden Zeilen sind die gemaR Blat — PCR zu erwartenden PCR Produkte mit ihrer genauen Lokalisation im Genom

notiert. Zum Primer komplementére Nukleotide sind durch ,— gekennzeichnet, zum Primer nicht komplementéare Nukleotide sind im Buchstabencode angegeben. Die beiden mit Sternchen (*) mar-

kierten Loci zeigen mehr oder minder starke Abweichungen am 5 Ende der Sequenz im Bindungsbereich des forward-Primers, wurden allerdings im Zuge der Sequenzierung der hergestellten

Klone ebenfalls nachgewiesen. Das Provirus auf Chromosom 15qg21.3 stellte mit 39,7% der zugeordneten Sequenzen den insgesamt groRten Gesamtanteil wahrend das auf Chromosom 14 gele-

gene Provirus in der hier angegebenen Lange nur einmal nachgewiesen wurde, Fragmente dieses Provirus wurden dreimal als Bestandteil rekombinierter Sequenzen nachgewiesen. AuRerdem ist

in den letzten beiden Spalten die Lange der Amplikons angegeben und notiert welche der HERV-W-env Loci durch Sequenzierungen nachgewiesen wurden, und folglich in-vivo transkribiert wer-

den.
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zen konnen wéhrend der Reversen Transkription oder auch im Rahmen der PCR auftreten

(siche Kap. 7.2). Dabei kommt es nach begonnener Synthese des DNA Stranges zu einem

Sprung der Reversen Transkriptase bzw. der Taq-Polymerase auf einen anderen Matrizen-

strang der von einem zweiten, anderen Provirus herriihrt. Das Enzym 16st sich von seiner

urspriinglichen Matrize und fahrt mit der Snythese auf der neuen mRNA bzw. neuen Matri-

zen DNA fort. Dadurch ist der synthetisierte DNA-Strang eine Chimére aus zwei oder mehr

proviralen Sequenzen, je nachdem wie oft es zu einem solchen ,,Sprung* gekommen ist. Auf

diese Art und Weise lieBen sich auch alle zunichst als unklar definierten Sequenzen eindeu-

tig zu zwei oder mehr Referenzsequenzen zuordnen. In der statistischen Auswertung (siehe

Kap. 6.1.5) wurden die rekombinierten Sequenzen mehrfach (d.h. bei Beteiligung zweier

HERV-W-env Loci als zwei Sequenzen) gewertet, da fiir jeden Abschnitt urspriinglich eine

mRNA als Matrize vorgelegen haben muss.

Abbildung 7 erldutert das Verfahren der Zuordnung von Sequenzen mittels multiper A-

lignments exemplarisch fiir 3 der 332 Klone.
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HERV-W Chr7921.2 540 CAATACTACATACACAACCAACTCCCAATGCATCAGGTGGGTAACTCCTCCCACACAAAT
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Abbildung 7: Multiples Alignment der Klonsequenzen MS-III-K11, KO-IV-K6 und KO-IV-K19 mit sieben in Frage
kommenden Referenzsequenzen (= die sieben im Verlauf dieser Arbeit aufgetretenen HERV-W-env Loci) Der Klon
MS-III-K11 stammt von einem Patienten, die anderen beiden Klone (KO-1V-K6 und KO-IV-K19) von einer Kontrolle.
Bei der durchgefiihrten Blat-Search wurde MS-III-K11 mit einer Ubereinstimmung von 97,5 % dem Locus auf Chr.
17912 zugeordnet, KO-IV-K6 wurde ebenfalls mit 96,5 % Ubereinstimmung Chr. 1712 zugeordnet, wéhrend der
Klon KO-IV-K19 eine 100%ige Ubereinstimmung dem HERV-W-env Locus auf Chr. 7q21.2 zeigte. Hier wird bereits
ersichtlich, dass die Fehlerquote von 2,5 % bzw. 3,5 % der beiden erstgenannten Klone nicht allein auf Tag-Fehler
bei der Amplifikation zuriickzufiihren sein kann. In diesem multiplen Alignment dient die Sequenz der HERV-W
Kopie auf Chr. 7921.2 als Referenz (erste Zeile). Bei allen anderen Sequenzen sind nur die Unterschiede zu dieser
Referenzsequenz im Buchstabencode aufgefiihrt. Mit der Referenzsequenz identische Basen werden durch Punkte
gekennzeichnet. Beim Betrachten der Sequenz KO-1V-K19 fallt auf, dass sie an allen fir Chr. 7921.2 charakteristi-
schen Stellen (gelb markiert), wie z.B. bei bp 38, mit dieser Sequenz libereinstimmt (d.h. zu 100%) und so diesem
Ursprung zugeordnet werden kann. Betrachtet man die Sequenz MS-I11-K11, so bemerkt man, dass sie von bp 1 bis
einschlief8lich bp 234 (Guanin) an allen charakteristischen Stellen (grin markiert) mit dem HERV-W Klon auf Chr.
17912 Ubereinstimmt, was auch fir KO-IV-K6 gilt. Bei bp 280 weisen beide Sequenzen jedoch statt Adenin, wie der
Locus auf Chr. 17g12, ein Guanin auf (8l markiert), welches an dieser Stelle nur bei den Loci auf Chromosom
7921.2, 15921.3 und Xg22.3 zu finden ist. Das Vorhandensein von Adenin bei bp 253 (ebenfalls . markiert) spricht
gegen die Herkunft von ChrXg22.3, das Thymin bei bp 327 sowie 329 (l8 markiert) belegt eindeutig die Herkunft
beider Klone von Chr. 15921.3 in diesem Bereich. Das Rekombinationsereignis muss folglich zwischen bp 234 und
bp 280 stattgefunden haben. Der Klon MS-11I-K11 weist ab bp 327 an allen fir den Locus auf Chr. 15921.3 charak-
teristischen Stellen (.) identische Basen auf. Der Klon KO-IV-K6 stimmt jedoch schon bei bp 368 nicht mehr mit
der Sequenz auf Chr. 15921.3 Uiberein. Zu erwarten ware an dieser Stelle ein Guanin, zu finden ist jedoch ein Ade-
nin, welches in dieser Position nur bei der HERV-W-env Kopie auf Chr. 7g21.2 zu finden ist (gelb markiert) Auch im
weiteren Verlauf zeigt KO-IV-K6 an allen fir Chr. 7921.2 charakteristischen Stellen eine mit dieser HERV-W-env
Kopie identische Sequenz und ist damit im letzten Teilstlick unzweifelhaft auf diesen Gen-Locus zurlickzufiihren.
Das zweite Rekombinationsereignis muss zwischen bp 329 und bp 368 stattgefunden haben. Mit dem hier exempla-
risch gezeigten Alignment konnten somit alle 24 bzw. 18 Mutationen bei den Klonen MS-III-K11 bzw. KO-IV-K6
gegeniber der mutmaRBlichen Ursprungssequenz auf Chr. 17912 durch Rekombinationsereignisse eindeutig erklart

werden.
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6.1.4 Auswirkung der Annahme von Rekombinationen

Wie in Kapitel 5.4.1 beschrieben, war das Kriterium fiir die Annahme eines Rekombination-
sereignisses, dass innerhalb einer Sequenz mindestens zwei Nucleotide in Folge vom Refe-
renzprovirus abwichen und sich besser durch Herkunft von einem anderen Provirus erkldren
lieBen. Nach Durchsicht und Zuordnung aller Sequenzen stellten sich 99 von 332 sequenzier-
ten Klonen als rekombiniert heraus, was einem Anteil von 29,82 % aller Klone entspricht.
Bei 66 der rekombinierten Klone waren nur zwei HERV-W-env Genloci beteiligt, bei 27
Klonen war es zu zwei Rekombinationsereignissen gekommen, drei Klone wiesen drei Re-
kombinationsstellen auf und bei drei Klonen konnten sogar vier Rekombinationen nachge-
wiesen werden. Tabelle 13 zeigt eine Ubersicht iiber die Anzahl der rekombinierten Sequen-
zen und der jeweils daran beteiligten HERV-W-env Loci. In der statistischen Auswertung
(siehe Kap. 6.1.5) wurden die rekombinierten Sequenzen mehrfach gewertet, d.h. bei Betei-
ligung zweier HERV-W-env Loci als zwei Klone, da fiir jeden Abschnitt der rekombinierten
Sequenz urspriinglich einmal eine vom betreffenden Gen ausgehende mRNA als Matrize
vorgelegen haben muss. Dadurch stieg die Gesamtzahl der in der Auswertung beriicksichtig-

ten Sequenzen von 332 auf 471. Bezogen auf alle analysierten Sequenzen konnte die Anzahl

An_zahl Re!(orpbina- Anzahl beteiligte_ Anzahl Sequenzen Gesamtanzahl gewer-
tionsereignisse HERV-W-env Loci tete Klone
0 1 233 233
1 2 66 132
2 2 11 33
2 3 16 48
3 2 0 0
3 3 2
3 4 1 4
4 5 3 15
Gesamtzahl 332 471

Tabelle 13: Ubersicht iiber die Anzahl rekombinierter und nicht-rekombinierter Sequenzen, die Zahl der jeweils
daran beteiligten Herkunftsloci sowie die Anzahl der fir die Auswertung beriicksichtigten Klone. So wurden z.B. 16
Klone sequenziert bei denen es zu zwei Rekombinationsereignissen mit jeweils drei verschiedenen daran beteilig-
ten Ursprungsloci gekommen war (siehe Zeile 4). Ein Beispiel dafir ware der Klon KO-IV-K6 aus Abbildung 7 mit
den beteiligten HERV-W-env Loci auf Chromosom 17q12, 15921.3 und 7921.2. In die Auswertung gingen diese

Sequenzen jeweils wie 3 getrennte Klone ein, was einer Anzahl von 48 gewerteten Klonen entspricht (letzte Spalte).
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der nicht erkldrbaren Mutationen, bzw. der nicht mit dem Herkunftslocus iibereinstimmen-
den Basen, durch die Annahme von Rekombinationen in Verbindung mit der manuellen
Auswertung von 1224 auf 324 reduziert werden (siche Abb. 9). Die durchschnittliche Anzahl
nicht mit dem Herkunftslocus iibereinstimmender Nukleotide sank damit von 3,69 auf 0,98

pro Sequenz. Eine weitere Reduktion der Mutationen durch Aufdecken weiterer

HERV-W_Chr6g21 1 AAGGTACCACAGACAAAAAATATTCCTGAGGGTAGGCAGACTATTCGTGTGGGAGGAGTT
HERV-W_ChrXqg22.3 PP T
HERV-W _Chr15g21.3 P P c B
HERV-W Chr7g21.2 S Tevtieeen..
HERV-W_Chr17ql2 S PR
HERV-W Chr5gll.2 1Geeunnn T et e e e e e e e
HERV-W Chrl4q21.3 S Tt
HERV-W Chrllpl4.3 N Tt
HERV-W Chrl2g13.13 1 G.Bieeetnnnrineeennnnnnneenn. B
HERV-W_Chrlp32.3 S - T Covivnnnnnn. A
HERV-W_Chr5q21.3 1Geuunn. T e e e e e e B,
MS-IV-K7 S P
HERV-W_Chr6q21 L T 590
HERV-W_ChrXq22.3 61 590
HERV-W Chrl5qg21.3 60 585
HERV-W_Chr7g21.2 61 590
HERV-W _Chrl7qgl2 61 574
HERV-W_Chr5gll.2 61 584
HERV-W Chrl4q21.3 61 590
HERV-W Chrllpld.3 61 588
HERV-W _Chr12g13.13 61 591
HERV-W Chrlp32.3 61 590
HERV-W_Chr5q21.3 61 589
MS-IV-K7 Bl et e e e e e e e e e 590
HERV-W_Chr6g21 591 AAGAGTGGCAGAGTTATAGCAGTTGTGGGGCAT NSO
HERV-W_ChrXg22.3 591 tuteeeennnnneennnnnnn. (R e
HERV-W_ChT15G21.3 586 . utveeetnnttee e eaae e eaaaieeeannns G
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Abbildung 8: Beispiel einer nicht klar zuzuordnenden Mutation des Klones MS-1V-K7. Multiples Alignment mit allen
in Frage kommenden Referenzsequenzen. Die Blat-Search ergab eine Ubereinstimmung von 99,9% mit dem
HERV-W-env Locus auf Chr. 6g21 was einer Abweichung von einem Nukleotid entspricht. Der Bereich zwischen
bp61 und bp 590 ist aufgrund der Lange nicht wiedergegeben. Als einzige Mutation findet sich bei bp 617 (grun)
Cytosin statt Thymin (noch auRerhalb des Primerbindungsbereichs = .). Wie in der Abbildung zu sehen ist, kénnte
diese Mutation unter Annahme eines Rekombinationsereignisses mit Transkripten der Proviren auf Chromosom
Xqg22.3, 7921.2 und Chr14q21.3 erklart werden, da all diese hier ebenfalls ein Cytosin besitzen (gelb) und keine
weiteres abweichendes Nukleotid vor Beginn der Primerbindungsstelle folgt. Daher lasst sich nicht eindeutig ent-
scheiden, welches HERV-W-env Gen zur Rekombination beigetragen hat, weshalb die Sequenz mit einer verblei-

bender Mutation Chr. 6921 zugeordnet wurde.
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Rekombinationen war nicht moglich, da bei nur einem Nukleotidaustausch meist keine ein-
deutige Zuordnung zu einem Herkunftslocus zu erreichen war. Dies beruht auf der Tatsache,
dass oft mehrere der in Frage kommenden HERV-W-env Loci an einer bestimmten Stelle
eine identische Mutation aufweisen. In diesem Falle wurden die betreffenden Sequenzen mit
nur einem (bzw. wenigen) abweichenden Basenpaaren als nicht rekombiniert, und auf einen
HERV-W-env Genlocus zuriickgehend, angesehen. Abbildung 8 zeigt beispielhaft das mul-
tiple Alignment einer solchen nicht eindeutig einzuordnenden Mutation. Das Diagramm in
Abbildung 9 zeigt eine Ubersicht iiber die Anzahl der Mismatches pro Sequenz vor und nach
Analyse beziiglich moglicher Rekombinationsereignisse.

Deutlich ist eine Hiufung von Sequenzen mit >10 Nukleotiden Abweichung vom mutmafli-
chen Herkunftslocus vor der Annahme von Rekombinationen zu erkennen (blaue Siulen).
Nach der Auswertung lieen sich alle Sequenzen mit > 8 Basenpaaren Abweichung zum, mit
Hilfe der Blat-Search ermittelten, besten Treffer durch Rekombinationen zwischen den
Transkripten erkldren. Nur noch zwei Sequenzen wiesen jetzt eine Abweichung von mehr als
5 Nukleotiden zu den ermittelten proviralen Loci auf.

Unter der Annahme, dass héufige Sequenzen oft und seltene Transkripte entsprechend weni-
ger hiufig an Rekombinationen beteiligt sind, miisste sich fiir die an den rekombinierten
Sequenzen beteiligten Herkunftsloci eine dhnliche Verteilung ergeben, wie fiir die an den
nicht rekombinanten Sequenzen beteiligten HERV-W-env Loci. Wie Tabelle 14 zu entneh-
men ist, bestétigte sich diese Annahme bei Auswertung der als rekombiniert identifizierten
Klone. Der Genlocus auf Chromosom 15g21.3 trat 76 mal in einer rekombinierten Sequenz
auf, Chr. 621 65 mal, Chr. Xq22.3 45 mal, Chr.7q21.2 33 mal, Chr. 17q12 15 mal,
Chr14qg21.3 drei mal und Chr5q11.2 lediglich einmal.
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Abbildung 9: Ubersicht (iber die Haufigkeit von Sequenzen mit einer bestimmten Anzahl an Nukleotidabweichungen zur Referenzsequenz vor und nach Annahme von Rekombinationsereignissen.
Die blauen Balken (vor Rekombinationsannahme) geben die Anzahl an Nukleotidabweichungen der sequenzierten Klone zum jeweils per Blat — Search ermittelten besten Treffer wieder. Nach er-
folgter Auswertung der Sequenzen bezlglich méglicher Rekombinationsereignisse, wurden erneut die noch verbleibenden, von den ermittelten Herkunftsloci abweichenden Basen gezahlt. Zu er-
kennen ist, dass nach Berucksichtigung von Rekominationen, keine der Sequenzen mehr als acht Nukleotide Abweichung zu ihren Ursprungsloci zeigt. Nur zwei Sequenzen wiesen noch mehr als
funf Basenpaare Abweichung zu den Ursprungsloci auf. Die Anzahl an Sequenzen ohne zu ihren Herkunftsloci abweichende Nukleotide konnte um 44 auf 153 Sequenzen erhéht werden und auch

die Anzahl der Sequenzen mit nur einer nicht erklarbaren, von ihren Herkunftsloci abweichenden Mutation stieg um 31 auf 102 Sequenzen.
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Anteil an nicht re- Anteil an rekombi- Anteil an Gesamtklo-

HERV-W-envLocus | | hinierten Klonen nierten Klonen nen
15921.3 47,64 31,93 39,7

6021 27,48 27,31 28,03
Xq22.3 9,87 18,91 13,8
7q921.2 7,3 13,87 10,62

17912 6,87 6,3 6,58
14921.3 0,43 1,26 0,85
5q11.2 0,43 0,42 0,42

Tabelle 14: Ubersicht tiber den prozentualen Anteil der transkriptionsaktiven HERV-W-env Loci im humanen Ge-
nom an den nicht — rekombinierten und rekombinierten Klonen sowie den Anteil an den gesamten gewerteten Klo-
nen. Aus der Tabelle geht hervor, dass sich die Rangfolge der Haufigkeit der einzelnen Proviren durch die Bertick-
sichtigung der rekombinanten Sequenzen nicht verschiebt. Auflerdem wurden bei Analyse der rekombinierten Se-
guenzen keine neuen proviralen Loci angetroffen, welche nicht bereits aus der Analyse der nicht rekombinierten

Sequenzen bekannt waren.

6.1.5 Ergebnisse der HERV-W-env Transkriptionsmusteranalyse
bei Multiple Sklerose Patienten und gesunden Kontrollen

Im Folgenden sollen die Ergebnisse der Untersuchung beziiglich der Transkriptionsaktivitét
und des Transkriptionsmusters der ausgewahlten Gruppe von HERV-W-env Loci (siche Kap.
6.1.2) in PBMC’s von vier Multiple Sklerose Patienten und vier gesunden Kontrollen darge-
stellt werden. Von jeder Probe wurden > 40 Klone sequenziert und ihnen nach oben be-
schriebenen Verfahren (Kap. 5.4.1 und Kap. 6.1.3) die entsprechenden proviralen Herkunfts-
loci zugeordnet. So konnte ermittelt werden, ob und welche HERV-W-env Loci mRNA
Transkripte herstellen und wie héufig die einzelnen Transkripte auftreten.

Die Untersuchung beziiglich der relativen Haufigkeit der Transkripte zueinander beruht auf
der Uberlegung, dass ein zahlenmiBig iiberwiegendes mRNA’s Transkript zu entsprechend
mehr cDNA mit der entsprechenden Sequenz fiihrt, als eine seltene mRNA. Diese DNA wird
dann in dem anschlieBenden PCR Schritt mit entsprechend groBerer Wahrscheinlichkeit

amplifiziert, was demnach zu einer, den mRNA Transkripten entsprechenden Verteilung der
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PCR-Produkte fithrt. Dadurch wird die auf das hdufigere mRNA Transkript zuriickgehende,
amplifizierte DNA bei der Ligation auch héufiger in Plasmide einkloniert. Bei der zufélligen
Auswahl der Klone zur analytischen Plasmidaufarbeitung und anschlieBenden Sequenzie-
rung spiegelt somit die relative Haufigkeit der auftretenden Sequenzen die relativen Men-
genverhiltnisse der urspriinglichen mRNA’s wieder.

Die Abbildungen 10 und 11 zeigen die Verteilung der einzelnen Loci bei allen untersuchten
Proben. Auffillig ist eine relativ starke Schwankungsbreite der Anteile der einzelnen Loci
die z.B. fiir das Provirus von Chromosom 15g21.3 bei den Kontrollen von 20 bis ca 59% und
bei den Patienten von ca 17 bis 69% reicht. Auch die anderen Loci weisen eine &hnlich star-
ke Streuung auf. Demgegeniiber machen die Loci auf Chromosom 14q21.3 und 5q11.2 bei
allen Proben einen Anteil von unter 5% aus und sind somit konstant selten zu finden.

Fasst man die Klone aller Patienten und aller Kontrollen zusammen, so lédsst sich erkennen
dass trotz der hohen Schwankungsbreite insgesamt keine wesentlichen Unterschiede in der
Haufigkeit der einzelnen proviralen Transkripte zwischen den beiden Gruppen bestehen.
Abbildung 12 zeigt einen Whisker-Boxplot zum Vergleich der beiden Kollektive. Insgesamt
wurden 332 Klone sequenziert, 170 von Kontroll- und 162 von Patientenproben. Nach der in
Kap. 6.1.4 beschriebenen Beriicksichtung rekombinierter Sequenzen ergab sich daraus eine
Gesamtzahl von 471 gewerteten Transkripten mit 253 von Kontrollen und 218 von Patienten
stammenden Sequenzen bzw. Sequenzteilen. Ausgehend von einer Gesamtzahl von 471 ana-
lysierten Transkripten ergibt sich nur fiir das von Chromosom 7q21.2 stammende Provirus
ein statistisch signifikant niedrigere Klonierungsfrequenz mit 17 Sequenzen bei den Patien-
ten im Vergleich zu 33 Sequenzen bei den Kontrollen (p = 0,0443 mit Fishers exact test).
Aufgrund der relativ kleinen Fallzahl ist diesem Befund allerdings sehr wahrscheinlich keine
biologische Relevanz beizumessen. Bei allen anderen proviralen Loci unterscheidet sich die
Transkriptionsaktivitdt zwischen Patienten und Kontrollkollektiv nicht signifikant und die

gefundenen Unterschiede liegen im Rahmen der Streubreite der Methode.
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Abbildung 10: Klonierungsfrequenz der einzelnen HERV-W-env Loci bei vier gesunden Kontrollen. Alle Zahlenangaben sind absolut, d.h. bei KO-l wurde z.B. 43 mal das Provirus auf Chro-
mosom 15g21.3 als Herkunftslocus nachgewiesen. Der relative Anteil der einzelnen Proviren an den gesamten Klonen einer Kontrolle ist anhand der gréRe der Tortenstlicke ersichtlich. Die

schwankende Gesamtzahl an Klonen zwischen den gesunden Kontrolle ergibt sich durch die unterschiedliche Anzahl an rekombinanten Sequenzen mit unterschiedlicher Anzahl an beteiligten
Loci.
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Abbildung 11: Klonierungsfrequenz der einzelnen HERV-W-env Loci bei vier Patienten mit MS. Alle Zahlenangaben sind absolut, d.h. bei MS-I wurde z.B. 10 mal das Provirus auf Chromo-

som 15g21.3 als Herkunftslocus nachgewiesen. Der relative Anteil der einzelnen Proviren an den gesamten Klonen eines Patienten ist anhand der gré3e der Tortenstiicke ersichtlich. Die

schwankende Gesamtzahl an Klonen zwischen den Patienten ergibt sich durch die unterschiedliche Anzahl an rekombinanten Sequenzen mit unterschiedlicher Anzahl an beteiligten Loci.
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Abbildung 12: Whisker Boxplot zum Gruppenvergleich des prozentualen Anteils der einzelnen HERV-W Loci an
den Transkripten von Patienten und Kontrollen. Der mittlere prozentuale Anteil eines Transkriptes an den Gruppen
ist mit o gekennzeichnet, die Whisker (=Balken) kennzeichnen den minimal bzw. maximal aufgetretenen prozen-
tualen Anteil eines proviralen Locus. Der Anteil der Transkripte von Chr. 7921.2 ist im Patientenkollektiv statistisch

signifikant kleiner (p = 0,0443 mit Fisher’s exact Test), ansonsten ergaben sich keine signifikanten Unterschiede.

6.2 Analyse in der Literatur beschriecbener MSRV

— Sequenzen

Bei der Auswertung der Transkriptionsmuster der ausgewdhlten HERV-W-env Loci waren
wie zuvor beschrieben zahlreiche Sequenzen aufgetreten, welche zu keinem der erfassten
Loci eine gute Ubereinstimmung aufwiesen (siche Kap. 6.1.4). Jeder dieser Klone hitte fiir
sich genommen, bei isoliertem Auftreten unter Umsténden auch durch die Annahme des
Vorhandenseins einer neuen retroviralen Sequenz in den PBMC-Proben erklart werden kon-
nen. Diese Erkenntnis fiihrte zu der Uberlegung, dass es sich bei den in der Literatur be-
schriebenen Sequenzen von MSRV ebenfalls um, moglicherweise im Rahmen der Klonie-
rung ex-vivo entstandene, rekombinierte Transkripte von, im humanen Genom vorhandenen,

HERV-W Loci handeln konnte. Um diese Hypothese zu {iberpriifen, wurden die in der Lite-
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ratur beschriebenen MSRV—env und gag Sequenzen in Multiplen Alignments mit den in
Frage kommenden HERV-W Loci im humanen Genom verglichen und beziiglich méglicher
Rekombinationen, welche die Sequenzen erkldren kdnnten, untersucht. Im Folgenden sollen

die Ergebnisse dieser Untersuchung anhand multipler Alignments dargestellt werden.

6.2.1 Analyse der MSRV-enyv Sequenzen

In der Literatur finden sich MSRV-env Sequenzen unter den GenBank Eintrdgen AF 127227,
AF127228, AF127229 (Komurian-Pradel et al., 1999) und AF331500, (Perron et al., 2001)
Die Sequenz AF331500 kann als MSRV-env Referenzsequenz betrachtet werden und wurde
zur Herstellung und funktionellen Charakterisierung von MSRV-Env Proteinen verwandt.
Die Sequenzen AF127227 und AF127229 wurden aus dem Plasma von Patienten mit MS
durch RT-PCR gewonnen, die Sequenz AF127228 wurde aus extrazelluliren Partikeln einer
an rheumatoider Arthritis erkrankten Person amplifiziert und stammt somit nicht von einem
an Multipler Sklerose erkankten Patienten. Daher ist es interessant, dass ausgerechnet diese
Sequenz einen ldngeren offenen Leserahmen aufweist und mit der 2001 von Perron et al.
beschriebenen Sequenz AF331500 grofBtenteils identisch ist. Zur Herkunft der Sequenz
AF331500 ist lediglich publiziert (Perron et al., 2001), dass sie einem cDNA-Klon ent-
spricht, welcher nach den vormals beschriebenen Methoden amplifiziert wurde (Komurian-
Pradel et al., 1999), was leider weder einen Riickschluss auf die Quelle der cDNA noch dar-
auf, ob es sich hierbei um einen MS-Patienten handelte, zuldsst. Mittels einer Blat-Search
wurden bei allen im Folgenden dargestellten Alignments, die in Frage kommenden Her-
kunftsloci ermittelt und ein multigples Alignment erstellt, in welchem manuell nach Uber-
einstimmungen gesucht wurde. Hier dargestellte Alignments sind, zwecks Ubersichtlichkeit,
auf die tatsdchlich an den Rekombinationen beteiligten Herkunftsloci beschrankt.

Zunéchst wurde die Sequenz AF127227 auf mdgliche Rekombinationen untersucht (siche
Abb. 13). Dabei stellte sich heraus, dass sie bis auf ein abweichendes Nukleotid auf einer
Lange von 544 Basenpaaren auf einen HERV-W-env Locus auf Chromosom 3q23 zuriickzu-
fiihren ist. Zwei zu Beginn der Sequenz liegende Mutationen stammen von den, zur Amplifi-

kation der Sequenz verwandten, Primern.
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chr3q23 1 CCTGGTAAGCCTATTTAATACCGCCCTCACTGGGCTCCATGAGGTCTCAGCCCARAACCC
AF127227 1 [ B............... B................... -
chr3g23 61 TACTAACTGTTGGATGTGCCTCCCCCTGCACTTCAGGTCATACATTTCAATCCCTGTACC
AF127227 Bl et e et e e e e e e e e e e e e
chr3qg23 121 TGAACAATGGAACAACTTCAGCACAGAAATAAACACCACTTCCGTTTTGGTAGGACCTCT

AF127227 L2 L e e e e e e e e e e

chr3g23 181 TGTTTCCAATCTGGAAATAACCCATACCTCAAACCTCACCTATGTAAAATTTAGCAATAC
AF127227 L8 ittt e e e e e e e e ettt et e e e

chr3qg23 241 TATAGACACAACCAACTCCCAATGCATCAGGTGAATAACTCCTCCCACAGGAATAGTCTG
AF127227 S

chr3g23 301 CCTACCCCCAGGAATA-TTTTTGTCTGTGGCACCTCAGCCTATCGTTGTTTGAATGGCTC
AF127227 301 oo T e e e ettt e e e

chr3g23 360 TTCAGAATCTATGTGCTTCCTCTCATTCTTAGTGCCCCCTATGACCATCTACACTGAACA
AF127227 L

chr3qg23 420 AGATTTATACAATTATGTTGTACCTAAGCCCTGCAACAAAAGAGTACCCATTCTTCCTTT
AF127227 B2 0 i e e e e e e e e e e e e e

chr3g23 480 TGTTATCAGAGCAGGAGTGCTAGGTGGACTAGGTGCTGGCATTGGCAGTATCACAACCTC
AF127227 L L I 000 6000000000000 600000

chr3qg23 540 TACTC
AF127227 540 Loees

Abbildung 13: Alignment der MSRV — Sequenz AF127227 mit der genomischen Referenzsequenz auf Chr. 3g23.
Die Bindungsbereiche der zur Amplifikation verwandten Primer sind griin markiert. Zu Beginn der Sequenz finden
sich zwei Abweichende Nukleotide zum HERV-W Locus auf Chromosom 3923 (.), welche vom verwandten For-
ward Primer stammen. Das Cytosin an Position 43 (@) lieR sich nicht durch ein Rekombinationsereignis erkléren,
wahrend der Rest der Sequenz ab bp 44 vollstandig mit dem HERV-W Provirus auf Chromosom 3923 Uberein-

stimmt.

Die Sequenz AF127228 codiert ein HERV-W-Env Protein fiir welches, abgesehen von ei-
nem Stop Codon ab Basenpaar 565, ein offener Leserahmen vorhanden ist. Ein analoges
Stop Codon findet sich auch im Provirus auf Chromosom Xq22.3, welcher ebenfalls, abge-
sehen von diesem Stop, einen groBeren offenen Leserahmen fiir ein HERV-W-Env Protein
besitzt. Sowohl die Sequenz AF127228 als auch das Provirus auf Chromosom Xq22.3 besit-
zen weitere mogliche Startpunkte flir die Translation nach dem beschriebenen Stop Codon,
welche allerdings zu einem mindestens um die ersten 67 Aminosduren verkiirzten Env Prote-
in ohne Signalpeptid fiihren wiirden (siehe Abb. 20). Der augenscheinlichste Unterschied
zwischen den Sequenzen AF331500 und AF127228 ist eine Punktmutation, welche eben
dieses Stop-Codon eliminiert und so den offenen env-Leserahmen um das Signalpeptid er-

weitert. Als ndchstes wurde daher versucht, die Herkunft der als AF331500 bezeichneten, fir
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ein MSRV-Env Protein kodierenden Sequenz (Perron et al, 2001) zu kldren. Aufgrund der
beschriebenen, weitreichenden Gemeinsamkeiten wurde diese Sequenz zusammen mit der
dlteren, als AF127228 bezeichneten Sequenz (Komurian-Pradel et al, 1999) in einem multip-
len Alignment dargestellt (siche Abb. 14).

Wie aus Abbildung 14 hervorgeht, ist die Sequenz AF127228 bis auf die letzten 32 Nukleo-
tide weitestgehend mit der Sequenz des HERV-W Provirus auf Chromosom Xq22.3 iden-
tisch. Die abweichenden Nukleotide sind farbig (rot bzw. gelb) markiert. Zu Beginn und am
Ende der Sequenz finden sich 7 vom Provirus auf Chr. Xq22.3 abweichende Basen, welche
jedoch exakt der Sequenz der verwandten Primers entsprechen (grau markiert, siche Tabelle
1, Komurian-Pradel et al., 1999). An Postition 269 findet sich ein Adenin (rot) statt eines
Guanins welches nicht durch eine Rekombination erkldrt werden konnte. Auch an Position
472 und 1660 findet sich eine von der Sequenz auf Chr. Xq22.3 abweichende Base — jeweils
Cytosin (rot) statt Thymin. Diese, nicht durch eine Rekombination zu erkldrenden Mutatio-
nen, hat die Sequenz AF127228 mit der Sequenz AF331500 gemeinsam. An Position 1760
findet sich ein Guanin statt eines Adenins, welches sich durch eine Rekombination mit ei-
nem Provirus auf 4q31.1 erkldren liee. Nach Beriicksichtigung einer moglichen Rekombi-
nation mit einem Provirus auf Chr. 4q31.1 verbleiben so, abgesehen von den abweichenden
Nukleotiden im Bereich der Bindungsstelle des Reverse-Primers, nur 3 ungeklirte Mutatio-
nen auf einer Strecke von 1932 Basenpaaren (rot). Diese drei nicht erkldrbaren, abweichen-
den Nukleotide liegen im Bereich der, in der Literatur beschriebenen, durch die Taq beding-
ten, normalen Fehlerrate des PCR-Verfahrens, welche mit 0,2 Basensubstitutionen / kb
(Lundberg et al., 1991) bis zu 2,1 Basensubstitutionen / kb (Kheohavong & Thilly, 1989)
angegeben wird. Bei den von uns vorgenommenen Klonierungen ergab sich nach der Be-
riicksichtigung von Rekombinationsereignissen eine Taq-Fehlerrate von 0,98 pro Sequenz,
was 1,54 Basensubstitutionen pro 1000 Nukleotiden entspricht. Somit wéren in einem PCR-
Produkt von 1932 bp Lénge im Mittel 2,97 Nukleotidaustausche zu erwarten.

Die Sequenz AF331500 ist ebenfalls weitestgehend mit der des Provirus auf Chr. Xq22.3
identisch. Wie bereits beschrieben finden sich an Position 19 und 1209 jeweils ein Cytosin
(rot) anstatt eines Thymins, was sich beides nicht durch Rekombinationen erkldren lief3. An
den Positionen 116 und 1309 findet sich jeweils Guanin anstatt Adenin (gelb), was jedoch
z.B. durch Rekombinationen mit den Proviren auf Chromosom 7q21.2 bzw. Chromosom

4q31.1 erklért werden kdnnte. Die Mutation bei Position 116 macht aus dem Stop-Codon des



Ergebnisse 78

Referenzprovirus auf Chr. Xq22.3 (,,TGA®, blau), welches auch in der Sequenz AF127228
vorhanden ist, das fiir die Aminosédure Tryptophan codierende Basentriplet TGG. Das bedeu-
tet, auch das ,,mutierte* Stopcodon an bp 116 148t sich mit einer Rekombination erkldren. Ab
Basenpaar 1341 geht die Sequenz AF331500 nach einer Rekombination eindeutig auf einen
HERV-W-env Locus auf Chromosom 5pl12 zuriick (griin markierte Nukleotide), was alle
verbleibenden, von dem HERV-W-env Locus auf Chr. Xq22.3 abweichenden Nukleotide
erklart. Zusammenfassend ldsst sich somit der mutmaflliche MSRV-Klon AF331500 unter
Annahme einer Rekombination bis auf vier verbleibende Nukleotide mit den beiden HERV-
W-env Loci von Chromosom Xq22.3, 5p12 erkldren. Nimmt man sogar vier Rekombination-
sereignissen mit Beteiligung der Proviren auf Chromosom Xq22.3, 5p12 und 7q21.2 bzw.
4qg31.1 an, so lasst sich die Sequenz AF331500 bis auf zwei verbleibende, abweichende
Nukleotide auf HERV-W Loci zuriickfithren. Diese zwei bis vier Nukleotide Abweichung

auf einer Strecke von 1629 Basenpaaren liegen, im Bereich der durch die Methode bedingten

Fehlerrate.
ChrXg22.3 1 GAAATAGCCAGACCATTATATACACTAATTAAGGAAACTCAGAAAGCCAATACCATTTAG
Chr.7q21.2 | oo
Chr4qg31.1 i
chr5pl2 ]
AF331500MSRV L e
AF127228 RS, 0 000000000000000000000000 oS,
ChrXg22.3 61 TAAGATGGGCACCTGAAGCAGAAGCAGCTTTCCAGGCCCTAAAGAAGGCCCTAACCCAAG
Chr.7g21.2 ]
Chr4qg31.1 i
chrb5pl2 i
AF331500MSRV 1 m
AF127228 B e e e
ChrXg22.3 121 CCCCAGTGTTAAGCTTGCCAGTGGGGCAGACTTTTCTTTATATGTCACAGAAAAAAACAG
Chr.7g21.2 e
Chr4g31.1 1 oo
chrb5pl2 | — - ______
AF331500MSRV 1 m
AF127228 D
ChrXg22.3 181 GAATAGCTCTAGGAGTCCTTACACAGGTCCGAAGGATGAGCTTGCAACCCATGGCGTACC
Chr.7g21.2 e
Chr4g31.1 ] oo
chrb5pl2 | — - ______
AF331500MSRV 1l
AF127228 R P
ChrXg22.3 241 TGAGTAAGGAAATTGATGTAGTGGCAAAGGATTGGCCTCATTGTTTATGGGTAGTGGCAG
Chr.7g21.2 1 m
Chr4g31.1 ] oo
chr5pl2 ] e e
AF331500MSRV 1l
AF127228 281 i B
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ChrXg22.3
Chr.7g21.2
Chr4qg31l.1
chrbpl2
AF331500MSRV
AF127228

ChrXg22.3
Chr.7g21.2
Chr4qg31l.1
chr5pl2
AF331500MSRV
AF127228

ChrXg22.3
Chr.7g21.2
Chr4qg31l.1
chrbpl2
AF331500MSRV
AF127228

ChrXg22.3
Chr.7g21.2
Chr4g31l.1
chrbpl2
AF331500MSRV
AF127228

ChrXg22.3
Chr.7g21.2
Chr4g31l.1
chr5pl2
AF331500MSRV
AF127228

ChrXg22.3
Chr.7g21.2
Chr4g31.1
chrbpl2
AF331500MSRV
AF127228

ChrXg22.3
Chr.7g21.2
Chr4qg31l.1
chrbpl2
AF331500MSRV
AF127228

ChrXg22.3
Chr.7g21.2
Chr4qg31l.1
chr5pl2
AF331500MSRV
AF127228

ChrXg22.3
Chr.7g21.2
Chr4g31l.1
chr5pl2
AF331500MSRV
AF127228

479
28
61

28
479

539
88
121

88
539

599
148
181

148
599

CAGTAGGAGTCTTAGTATCTGAAGCAGTTAAAATAATACAGGGAAGAGATCTTACTGTGT

................ )
TTTACTGTTCTCTTACCCCCTTTCGCTCTCACTGCACCCCCTCCATGCTGCTGTACAACC
........... T N €
................ A.......A.........A .G........CA.....TG
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ChrXg22.3
Chr.7g21.2
Chr4qg31l.1
chrbpl2
AF331500MSRV
AF127228

ChrXg22.3
Chr.7g21.2
Chr4qg31l.1
chr5pl2
AF331500MSRV
AF127228

ChrXg22.3
Chr.7g21.2
Chr4qg31l.1
chrbpl2
AF331500MSRV
AF127228

ChrXg22.3
Chr.7g21.2
Chr4g31l.1
chrbpl2
AF331500MSRV
AF127228

ChrXg22.3
Chr.7g21.2
Chr4g31l.1
chr5pl2
AF331500MSRV
AF127228

ChrXg22.3
Chr.7g21.2
Chr4g31.1
chrbpl2
AF331500MSRV
AF127228

ChrXg22.3
Chr.7g21.2
Chr4qg31l.1
chrbpl2
AF331500MSRV
AF127228

ChrXg22.3
Chr.7g21.2
Chr4qg31l.1
chr5pl2
AF331500MSRV
AF127228

ChrXg22.3
Chr.7g21.2
Chr4g31l.1
chr5pl2
AF331500MSRV
AF127228

839
388
421

388
839

899
448
481

448
899

959
508
541

508
959

1019
568
601

10
568
1019

1079
628
661

70
628
1079

1139
688
721
130
688

1139

1199
748
781
190
748

1199

1259
808
841
250
808

1259

AAGGAAGCAATCTCCCAACTGACCCGGGGACATAGCACCCCTAGCCCCTACAAAGGACTA

......... 2
O A e e
T A A Tl GTG............. A e

.................... T T T
.................... T T T
L TG. ..o vt A Teviiean.
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ChrXg22.3
Chr.7g21.2
Chr4qg31l.1
chrbpl2
AF331500MSRV
AF127228

ChrXg22.3
Chr.7g21.2
Chr4qg31l.1
chr5pl2
AF331500MSRV
AF127228

ChrXg22.3
Chr.7g21.2
Chr4qg31l.1
chrbpl2
AF331500MSRV
AF127228

ChrXg22.3
Chr.7g21.2
Chr4g31l.1
chrbpl2
AF331500MSRV
AF127228

ChrXg22.3
Chr.7g21.2
Chr4g31l.1
chr5pl2
AF331500MSRV
AF127228

ChrXg22.3
Chr.7g21.2
Chr4g31.1
chrbpl2
AF331500MSRV
AF127228

ChrXg22.3
Chr.7g21.2
Chr4qg31l.1
chrbpl2
AF331500MSRV
AF127228

ChrXg22.3
Chr.7g21.2
Chr4qg31l.1
chr5pl2
AF331500MSRV
AF127228

ChrXg22.3
Chr.7g21.2
Chr4g31l.1
chr5pl2
AF331500MSRV
AF127228

1379
928
960
370
928

1379

GTACCTAAGCCCCACAACAAAAGAGTACCCATTCTTCCTTTTGTTATCAGAGCAGGAGTG

A..T.....o... Gt e e e AG. ...
Ao, T Tooooooon. TG e i ant
Ao, e Covvinn TG i i en .

..... L
A.G........ Gevvvnnnins TG...... A e T
..... €

..... e
T..TG.. o, Ao, [C T e C
................................... L €

...... G L
........... CA. . ittt i i i i e ALl CA c
..... TG. CA.T.. it iii e T T

.................. AG..G........ . Tooi il L LA A.....
..... O N\
...................... Getti i i i i i e e ... AC
...................... L

........................ )
........................ A e e e e e e
........................ 2 1
........................ A.......E........ .. il C

.............. Coviinniiiiieee.Cuiiial LA ———mmm——
T T et e e e CA. i i EEEEE
e A......
e A......




Ergebnisse 82

ChrXg22.3 1919 CAAATGGAGCCCCAGATGCAGTCCATGACTAAAATCTACCACGGACCCCTGGACCAGCCT
Chr.7g21.2 1456 ..o Ao, A...... [C G.A.. ..., G....
Chr4qg31l.1 1496 ... ... . . " T T
chr5pl2 910 ........ 2 GT............. G....
AF331500MSRV 1468 ........ 2 GT.....oovvn.. G....
AF127228 1919 IEEEEEEE Al...)-———————-"—-—""""—————————
ChrXg22.3 1979 GCTAGCCCTTGTTCCGATGTTAATGACATCAAAGGCACCCCTCCTGAGGAAATCTCAACT
Chr.7g21.2 1516 ........ N G..
Chrd4g3l.1 = mmm e
chr5pl2 970 ..... ATA..C..T.. i TG...T......... G.....ci.
AF331500MSRV 1528 ..... A TA..C..T.. .o TG...T......... g.....cc0i.
AF127228 e
ChrXg22.3 2039 GCACAACCCCTACCATGCCCCATTTCAGCAGGAAGCAGGTAG
Chr.7g21.2 1576 ........ T
Chr4g3l.1 = ————mmm e
chr5pl2 1030 coviiiaa T.CA..... A..... . ........ ;...
AF331500MSRV 1588 ............. T.CA..... A..... m......... m. ..
AF127228 = mmmmmmm o m o m e

Abbildung 14: Multiples Alignment der MSRV-env Sequenzen AF331500 und AF127228 mit den, an diesen Se-
quenzen beteiligten HERV-W-env Loci. In den ersten vier Zeilen sind die Referenzsequenzen der relevanten Provi-
ren im humanen Genom angegeben. Wahrscheinlich von Rekombinationsereignissen stammende Nukleotide der
beiden MSRV-env Sequenzen sind farblich gekennzeichnet. Gelb: erklarbare Nukleotidaustausche der Sequenzen
AF331500 und AF127228. Grun: Rekombination der Sequenz AF3311500 mit einem HERV-W Provirus auf Chro-
mosom 5p12. -: nicht erklarbare Nukleotidaustausche der beiden MSRV-env Sequenzen. Grau: Primerbindungs-
bereich der Sequenz AF127228 Blau: Stop Codon im offenen Leserahmen des Provirus auf Chr. Xq22.3 und der
Sequenz AF127228. Naheres im Text (s.0.)

AbschlieBend wurde die Sequenz AF127229 hinsichtlich moglicher Rekombinationen analy-
siert. Dazu das multiple Alignment in Abbildung 15.

chr3pl2.3 1 AAGGAAACTCAGAAAGCCAATACCCATTTAGTAAGATGGACACCAGAAGCAGAAGCAGCT
chrl8qg21.32 N Tt eeeeee TG. ..
AF127229 L e e e e e e e
chr3pl2.3 61 TTCCAGGCCCTAAAGAAATCCCTAACCCAAGCCCCAGTGTTAAGCTTGCCAACGGGGCAA
chrl18qg21.32 6l e 0
AF127229 L
chr3pl2.3 121 GACTTTTCTTTATATGTCACAG--AAAAACAGGAATAGCTCTAGGAGTCCTTACACAGGT
chrl8g21.32 121 ..., AR i e At
AF127229 121 i e T e e e e e e e
chr3pl2.3 179 CCAAGGGACAAGCTTGCAACCTGTGGCATACCTGAGTAAGGAAACTGATGTAGTGGCAAA
chrl8g21.32 181 ....A.. . ..ciiiiiennnn CA.. i Ao, Tttt e e
AF127229 R
chr3pl2.3 239 GGGTTGGCCTCATTGTTTACAGGTAGGGGCAGCAGTAGCAGTCTTAGTTTCTGAAACAGT
chrl8g21.32 241 ..T...vuivnvn.n. A...TG..... T oA i e A...... G....
AF127229 G 1
chr3pl2.3 299 TAAAATAATACAGGGAAGAGATCTTACTGTGTGGACATCTCATGATGTGAACGGCATACT
chrl8g21.32 301 ..ttt ittt e it Ao...o... 2 C...
AF127229 .
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chr3pl2.3
chrl8qg21.32
AF127229

chr3pl2.3
chrl8qg21.32
AF127229
chr3pl2.3
chrl18qg21.32
AF127229

chr3pl2.3
chrl18qg21.32
AF127229

chr3pl2.3
chrl18qg21.32
AF127229

chr3pl2.3
chrl18qg21.32
AF127229

chr3pl2.3
chrl18qg21.32
AF127229

chr3pl2.3
chrl18qg21.32
AF127229

chr3pl2.3
chrl18qg21.32
AF127229

chr3pl2.3
chrl18qg21.32
AF127229

chr3pl2.3
chrl8qg21.32
AF127229

chr3pl2.3
chrl8qg21.32
AF127229

chr3pl2.3
chrl8qg21.32
AF127229

chr3pl2.3
chrl8qg21.32
AF127229

chr3pl2.3
chrl8qg21.32
AF127229

chr3pl2.3
chrl8qg21.32
AF127229

359
361
359

419
421
419
479
481
479

539
541
539

599
601
599

658
661
658

718
721
718

778
781
778

838
841
838

898
901
898

CACTGCTAAAGAAGACTTGTGGCTGTCAGACAACCATTTACTTAAATAGCAGGTTCTATT

.................... PP
GGGAAATAGAAGGCAATCGCCAAGCGGATATTGAAGCAAAAAAAGCCGCAAGGCAGGACT
..... G.....A.G..CT......T..... . o . TCLL .G lAL Ll l W C

83
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chr3pl2.3 1317 GTGAAGTGTGCCAAAGAAATAATCCCCTGCACTGTAGGCCATACATTTCAATCCCTCTAT
chrl8g21.32 1315 ..t i i i i o e G...
AF127229 R e e G...

chr3pl2.3 1377 TTTTAATCTCCTTGATAACTTTGTCTCTTCCAGAATCAAAGCTGTAAAACTACAAATCGT

chrl8g21.32 1375 C..... Covinnnn R N T..
AF127229 1378 C..... Covevnnn R ¢ Al T..
chr3pl2.3 1437 TCTTCAAATGGAGCCCCAGATGCAGTCCATGACTAAGATCTACCGCAGACCCCTGGACC

chrl8g21.32 1435 .............. Aoo..... Gttt e Coe o . TGuveiiiia G
AF127229 1438 iiiiiii Aoeoen. Gevee e Cove TGueeannnn. G

chr3pl2.3 1497 GCCTGCTAGCCCATGCTCTGATGTTAATGACATCGAAGGCACCCCTCCCGAGGAAATCTG
chrl8qg21.32 1495 ... ... Coveiii et T e e e e C
AF127229 1498 ... Coveiii i T e i e C

chr3pl2.3 1557 AACTGCACAACCCCTACTATGCCCCAATTCAGCAGGAAGCAGTTAGTGCAGACATCAGTC
chrl8g2l.32 1555 ittt ittt i e e Guevvviiie e A..G.T...... C.
AF127229 S 1 = Govvvvnnne A..G.T...... C.

chr3pl2.3 1617 GACTTCCCCAACAGCACTTGGGTTTTCCTGTTGAGAGAGGGTACTGAGAGACAGGACTAG
chrl8g21.32 1615 A..C. .ttt ittt L
AF127229 G L

chr3pl2.3 1677 CTGGATTTCCTAGGCCAACTAAGAATCCCTAAGCCTAGCTGGGAAGGTGACCGCATCCAC
chrl8g21.32 1675 ..., I Tevennnn.
AF127229 1678 it Gttt e e e e e e Tevinnn.

chr3pl2.3 1737 CTTTAAACACGGGGCTTGCAACTTAGAGCACG-CCAACAAATCAGGTAGTAAAGACAGCT
chrl18g21.32 1735 ..C...... T CT...AC..G..C....m——=—————~ [P P
AF127229 1738 ..C...... T i CT...AC..G..C....m——=—————— [P P

chr3pl2.3 1796 CGCTAAAATGCTAATTAGGCAAAAACAGGAGGTAAAGAAATAGCCAATCATCTATCACCT
chrl8g21.32 1786 .A. ...ttt Tt e e e e e e e e e e e e e TG...
AF127229 1789 (AL i e e Tt e e e e e e e TG. ..

chr3pl2.3 1856 GACAGCACAGCGAGAGGGAAAATGATCAGAATATAAACCCAGGCATTTGAACCATCAACG

chrl18g21.32 1846 ..G......... G.ovnnt C..G.e v .G.Gueviiii i i C..G..GG.....
AF127229 1849 ..G......... G..ovnn C..G.ee v .G.Geviiii i i C..G..GG.....
chr3pl2.3 1916 GCTACCCTCTTTGGATCCCCTCCCTTTGTATGGGAGCTCTGT-—-—-——————— TTTCACAC
chrl8qg21.32 1906 ..A....C...... L Covnnn TTTCACTCTA...... T.
AF127229 1909 ..A....C...... . Covnnts TTTCACTCTA...... T.

chr3pl2.3 1966 TATTAAATCTTGCAACTGCAAAAAAAAAAAAGAAAA
chrl8qg21.32 1966 .......... .. A i e
AF127229 1969 ... il Ao, A....

Abbildung 15: Multiples Alignment der MSRV-env Sequenz AF127229 mit den, an dieser Sequenz beteiligten
HERV-W-env Loci. Die Nukleotide 1 — 1084 der Sequenz AF127229 stimmen, mit Ausnahme eines nicht erklarba-
ren Nukleotidaustausch bei bp 944 (), mit dem HERV-W Provirus auf Chromosom 3p12.3 {iberein. Ab Basenpaar
1085 stimmt die Sequenz dann, bis auf einen nicht erklarbaren Basenaustausch bei Position 1419 (@), an allen
charakteristischen Stellen mit dem HERV-W-env Locus auf Chromosom 18g21.32 (berein. Das Adenin bei bp
1999, welches ebenfalls nicht bei einem der beiden Referenzproviren zu finden ist, liegt im Bindungsbereich des
antisense Primers und lasst sich dadurch erkléaren. Es ist also davon auszugehen, dass es sich bei der Sequenz

ebenfalls um eine ex-vivo Rekombination von mRNA der beiden genannten proviralen Loci handelt.

Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass sdmtliche hier untersuchten, bisher sogenannten

MSRV-env Sequenzen durch HERV-W-env Sequenzen oder Rekombinationen zwischen
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HERV-W-env Sequenzen gut zu erkléren sind. Das maB3geblich an den MSRV Sequenzen
AF127227, AF127228 und AF331500 beteiligte HERV-W Provirus auf Chromosom Xq22.3
wurde durch die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Klonierungen als in PBMC
transkriptionsaktiv identifiziert. Auch das unter Umstinden an Rekombinationen der Se-
quenzen AF127228 und AF331500 beteiligte Provirus auf Chromosom 7¢21.2 stellte sich in
unseren Experimenten als transkriptionsaktiver HERV-W Locus heraus. Uber die Transkrip-
tionsaktivitdt der anderen an den MSRV-Sequenzen betiligten HERV-W Loci ldsst sich mit
den durchgefiihrten Experimenten keine Aussage treffen, da die verwandten Primer die Pro-

viren auf den Chromosom 3q23, 3p12.3, 4q31.1, 5p12 und 18q21.32 nicht erfassen.

6.2.2 Analyse der MSRV-gag Sequenz

Erginzend bot sich an, mit der in dieser Arbeit verwandten Methode auch eine mutmaBliche
MSRV-gag Sequenz, AF123881 (Komurian-Pradel et al., 1999), auf ihren Ursprung hin ge-
nauer zu analysieren. Wie die anderen von Komurian-Pradel beschriebenen MSRV-
Sequenzen wurde auch diese aus cDNA amplifiziert, welche aus dem Plasma von MS-
Patienten gewonnen worden war. Bei der Auswertung zeigte sich, dass die Sequenz auB3er-
halb der Bindungsbereiche der PCR-Primer bis auf zwei Nukleotide Unterschied mit einem
HERV-W Provirus auf Chromosom 3q26.32 iibereinstimmt und somit davon auszugehen ist,

dass auch dieses mRNA Transkript von einem endogenen HERV-W Locus abstammt.

chr3g26.32 1 CCTAAGATGTATTCTGGAGAATTGGGACCAATGTGACACTCAGACGCTAAGAAAGAAACG
AF123881 ] B G A I - - - - - - - o - - o cooceorccnaa

chr3g26.32 61 ATTTATATTCTTCTGCAGTACCGCCTGGCCACAATATCCTCTTCAAGGGAGAGAAACCTG
AF123881 e

chr3g26.32 121 GCTTCCTGAGGGAAGTATAAATTATAACATCATCTTACAGCTAGACCTCTTCTGTAGAAA
AF123881 D

chr3g26.32 181 GGAGGGCAAATGGAGTGAAGTGCCATATGTGCAAACTTTCTTTTCATTAAGAGACAACTC
AF123881 R

chr3g26.32 241 ACAATTATGTAAAAAGTGTGGTTTATGCCCTACAGGAAGCCCTCAGAGTCCACCTCCCTA
AF123881 e

chr3g26.32 301 CCCCAGCGTCCCCTCCCCGACTCCTTCCTCAACTAATAAGGACCCCCCTTTAACCCAAAC
AF123881 e

chr3g26.32 361 GGTCCAAAAGGAGATAGACAAAGGGGTAAACAATGAACCAAAGAGTGCCAATATTCCCCG
AF123881 N

chr3g26.32 421 ATTATGCCCCCTCCAAGCAGTGAGAGGAGGAGAATTCGGCCCAGCCAGAGTGCCTGTACC
AF123881 L
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chr3g26.32 481 TTTTTCTCTCTCAGACTTAAAGCAAATTAAAATAGACCTAGGTAAATTCTCAGATAACCC
AF123881 N

chr3g26.32 541 TGACGGCTATATTGATGTTTTACAAGGGTTAGGACAATCCTTTGATCTGACATGGAGAGA
AF123881 D L i e e e e e e e e e e e e e e e

chr3g26.32 601 TATAATGTTACTACTAAATCAGACACTAACCCCAAATGAGAGAAGTGCCGCTGTAACTGC
AF123881 B0 L L e e e e e e e et e e

chr3g26.32 661 AGCCCGAGAGTTTGGCGATCTTTGGTATCTCAGTCAGGTCAACAATAGGATGACAACAGA
AF123881 BT+t e e e e e e B

chr3g26.32 721 GGAAAGAACAACTCCCACAGGCCAGCAGGCAGTTCCCAGTGTAGACCCTCATTGGGACAC
AF123881 B

chr3g26.32 781 AGAATCAGAACATGGAGATTGGTGCCACAAACATTTGCTAACTTGCGTGCTAGAAGGACT
AF123881 S

chr3g26.32 841 GAGGAAAACTAGGAAGAAGCCTATGAATTACTCAATGATGTCCACTATAACACAGGGAAA
AF123881 B L i e e e e e e e e e e e e

chr3g26.32 901 GGAAGAAAATCCTACTGCTTTTCTGGACAGACTAAGGGAGGCATTGAGGAAGCATACCTC
AF123881 901 t.viiin.... B

chr3g26.32 961 CCTGTCACCTGACTCTATTGAAGGCCAACTAATCTTAAAGGATAAGTTTATCACTCAGTIC
AF123881 S

chr3g26.32 1021 AGCTGCAGACATTAGAAAAAACTTCAAAAGTCTGCCTTAGGCCCGGAGCAGAACTTAGAA
AF123881 N

chr3g26.32 1081 ACCCTATTTAACTTGGCATCCTCAGTTTTTTATAATAGAGATCAGGAGGAGCAGGCGAAA
AF123881 N

chr3g26.32 1141 CGGGACAAACGGGATAAAAAAAAAAGGGGGGGTCCACTACTTTAGTCATGGCCCTCAGGC
AF123881 e

chr3g26.32 1201 AAGCAGACTTTGGAGGCTCTGCAAAAGGGAAAAGCTGGGCAAATCAAATGCCTAATAGGG
AF123881 D O

chr3g26.32 1261 CTGGCTTCCAGTGCGGTCTACAAGGACACTTTAAAAAAGATTATCCAAGTAGAAATAAGC
AF123881 120 it e e e e e e e i e e e e e e e e

chr3g26.32 1321 CGCCCCCTTGTCCATGCCCCTTACGTCAAGGGAATCACTGGAAGGCCCACTGCCCCAGGG
AF123881 132 i e e e e e e e e e e e

chr3g26.32 1381 GATGAAGATACTCTGAGTCAGAAGCCATTAACCAGATGATCCAGCAGCAGGACTGAGGGT
AF123881 B

chr3g26.32 1441 GCCCGGGGCGAGCGCCAGCCCATGCCATCACCCTCACAGAGCCCCGGGTATGCTTGACCA
AF123881 L .o

chr3g26.32 1501 TTGAGAGCCAG
AF123881 1501 P A

Abbildung 16: Alignment der MSRV-gag Sequenz AF123881 mit der genomischen Referenzsequenz auf Chr
3g26.32. Im Bindungsbereich der PCR-Primer (grau hinterlegt) gibt es fiinf abweichende Nukleotide (gelb), welche
sich durch eine nicht zu 100% komplementare Sequenz der Primer erklaren lassen (siehe Komurian-Pradel et al.
1999). Abgesehen davon finden sich nur zwei Nukletide, welche nicht mit dem Herkunftslocus Ubereinstimmen - an
Position 698 und an Position 911 ([@l). Die erste Mutation ergibt einen Austausch von Alanin gegen Valin, die zweite

einen von Leucin gegen Prolin.



Ergebnisse 87

6.2.3 Herkunft der Vollliingen MSRV-pol Sequenz

1997 wurde eine mutmalBliche MSRV-pol Sequenz veroffentlicht, welche aus dem Ultra-
zentrifugat einer Zellkultur von Plexus Choroideus — Zellen amplifziert worden war (Perron
et al., 1997). Diese choroidalen Zellen waren zuvor mit einem Extrakt, hergestellt aus einer
Kultur leptomeningealer Zellen aus dem Liquor von MS-Patienten (LM?7) infiziert worden,
welches, so die Hypothese, MSRYV iibertragen sollte. Aus dem Ultrazentrifugat von 2,5 Li-
tern Uberstand der Choroidzellkultur wurde cDNA hergestellt und diese ohne PCR-Schritt
kloniert und sequenziert. Dabei wurde eine Sequenz (PSJ17) beobachtet, welche eine partiel-
le Homologie zu einer bekannten ERV9 pol Sequenz zeigte. Vorher hatte man bereits mit
degenerierten Primern, d.h. zahlreiche bekannte Retroviren erfassenden Primern, in choroi-
dalen Zellen von MS-Patienten sowie mit LM7 Extrakt ,,infizierten® choroidalen Zellen von
Gesunden eine bis dahin unbekannte 85 Basenpaare umfassende sogenannte MSRV-
consensus-po! (cpol) Sequenz amplifiziert. Nach der Blat-Suche dieser MSRV-cpol Sequenz
zeigt sich jedoch, dass die Sequenzen zu 100% mit den po/-Genen von HERV-W Proviren
auf Chromosom Xq22.3 sowie auf Chromosom 6q27 iibereinstimmt. Anschliefend wurde
von Perron et al. mit Primern, basierend auf dieser mutmaBlichen MSRV-cpo!/ Sequenz, so-
wie dem Klon PSJ17 eine 740bp langes Fragment aus dem Uberstand der mit dem LM7 Vi-
rus ,.infizierten“ Chroidzellkulturen amplifiziert. Sowohl die Sequenz der verwandten Primer
als auch das erhaltene Fragment sind nicht publiziert. Mittels eines RT-PCR-Ansatzes unter
Zuhilfenahme ebenfalls unpublizierter Primer wurden im Uberstand der genannten Plexus
Choroideus — Zellkulturen Abschnitte auf der 5’ und 3’ Seite des Fragmentes amplifiziert.
Die dabei erhaltene Sequenz mit einer Gesamtldnge von 2304 bp wurde als MSRV-po/ mit
der Gen-Bank Nummer AF009668 veroffentlich. Die Lage der verwandten Primer sowie des
Urspriinglichen PSJ17 Klons 148t sich aufgrund fehlender Angaben nicht nachvollziehen.
Dennoch wurde im Rahmen dieser Arbeit versucht, diese mutmaBliche MSRV-pol Sequenz
auf endogene HERV-W Kopien zuriickzufiihren. Dabei zeigte sich, dass die ersten 600 Ba-
sen der Sequenz, d.h. die gesamte fiir die Protease kodierende Region, bis auf drei Nukleoti-
de Abweichung, welche vermutlich von Sequenzierfehlern herriihren, auf ein endogenes
HERV-W Provirus auf Chromosom 1p34.2 zuriickzufiihren sind. Die letzten 567 Nukleotide
der Sequenz lassen sich bis auf zwei Ausnahmen einem HERV-W Provirus auf Chromosom
3p12.3 zuordnen. Der zwischen diesen beiden Abschnitten liegende Bereich kann unter An-

nahme von Rekombinationen bis auf wenige Nukleotide ebenfalls gekldrt werden, eine
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schliissige Zuordnung ist jedoch nur in Kenntnis der zur Amplifikation genutzten Primer und
der dadurch verursachten Abweichungen sinnvoll mdglich.

Die in mehreren spéter durchgefiihrten Studien zur Detektion von MSRV Transkripten im
Serum, Liquor und anderen Geweben von Patienten mit MS und Kontrollen genutzten Pri-
mer basieren auf dieser von Perron et al. generierten MSRV-po/ Sequenz AF009668 (Garson
et al., 1998 / Serra et al., 2001 / Dolei et al., 2002 / Sotgiu et al., 2002 / Mameli et al., 2007).
Die in allen genannten Studien verwandten beiden Oligonukleotidpaare einer Nested — PCR
erkennen allerdings neben der von Perron 1997 verdffentlichten MSRV-pol Sequenz,
AF009668, auch ein auf Chromosom 6q27 gelegenes HERV-W Provirus. Dessen dabei
amplifiziertes pol — Segment stimmt zu 98 % mit dem entsprechenden Abschnitt der MSRV-
pol Sequenz iiberein. (siche Abb. 17) Dies bedeuted, dass der entsprechende Abschnitt der
MSRV-pol Sequenz aufgrund einer Rekombination hochstwahrscheinlich der po/ Sequenz

des HERV-W Provirus auf Chromosom 6q27 zuzuordnen ist.

TCCAGCAGCA GGACTGAGGG TGCCCGGGGC AAGTGCCAGC CCATGCCATC 50
ACCCTCAGAG CCCCGGGTAT GTTTGACCAT TGAGAGCCAG GAAGTTAACT 100
GTCTCCTGGA CACTGGCGCA GCCTTCTCAG TCTTACTTTC CTGTCCCAGA 150
CAATTGTCCT CCAGATCTGT CACTATCCGA GGGGTCCTAG GACAGCCAGT 200
CACTACATAC TTCTCTCAGC CACTAAGTTG TGACTGGGGA ACTTTACTCT 250
TTTCACATGC TTTTCTAATT ATGCCTGAAA GCCCCACTCI CTTGTTAGGG 300
AGAGACATTI TAGCAAAAGC AGGGGCCATT ATACACCTGA ACATAGGAAA 350
AGGAA.ACCC ATTTGCTGTC CCCTGCTTGA GGAAGGAATT AATCCTGAAG 400
TCTGGGCAAT AGAAGGACAA TATGGACAAG CAAAGAATGC CCGTCCTGTT 450
CAAGTTAAAC TAAAGGATTC TGCCTCCTTT CCCTACCAAA GGAAGTACCC 500
TCTTAGACCC GAGGCCCTAC AAGGANCTCA AAAGATTGTT AAGGACCTAA 550
AAGCCCAAGG CCTAGTAAAA CCATGCAGTA GCCCCTGCAA TACTCCAATT 600
TTAGGAGTAa gGAAACCCAA CGGACAGTGG AGGtTAGTgC AAGATCTCAG 650
GATTATtAAT GAGGCtGTTt TTCCTCTATA CCCAGCTGTA tCTAgCCCTT 700
ATACTcTGCT TTCCCtAATA CCAGAGGAAg CAGAGTGGTT TACAGTCCTG 750
GACcTTAAgG ATGCCTTTTT CTGCATCCCT GTACgtcctg actctcaaTT 800
CTTGTTTGCC TTTGAAGATC CTTtgAACCC AACgTCTCAA CTCACCTGGA 850
cTGTTTTACC CCAAGGGTTC AGGGATAGcC CCCATCTATT TGGCCAGGCA 900
TTAGCCCAAG ACTTGAGICA ATTCTCATAC CTGGACACTC TTGTCCTTCA 950
GTACITGGAT GATTTACTTT TAGTCGCCCG TTCAGAAACC TTGTGCCATC 1000
AAGCCACCCA AGAACTCTTA ACTTTCCTCA CTACCTGTGG CTACAAGGTT 1050
TCCAAACCAA AGGCTCGGCT CTGCTCACAG IAGATTAGAT ACTIAGGGCT 1100
AAAATTATCC AAAGGCACCA GGGCCCTCAG TGAGGAACGT ATCCAGCCTA 1150
TACTGGCTTA TCCTCATCCC AAAACCCTAA AGCAACTAAG AGGGTTCCTT 1200
GGCATAACAG GTTTCTGCCG AAAACAGATT CCCAGGTACA IC.AATAGC 1250
CAGACCATTA TATACACTAA TTA.GGAAAC TCAGAAAGCC AATACCTATT 1300
TAGTAAGATG GACACCTACA GAAGTGGCTT TCCAGGCCCT AAAGAAGGCC 1350
CTAACCCAAG CCCCAGTGTT CAGCTTGCCA ACAGGGCAAG ATTTTTCTTT 1400
ATATGCCACA GAAAAAACAG GAATIGCTCT AGGAGTCCTT ACICAGGTCt 1450
CAGGGATGAG CTTGCAACCC gTGGtATACC TGAGTAAGGA AAtTGATGTA 1500
GTGGCAAAGG GTTGGCCTCA TTGTTTATGG GTAaTGgcGG CAGTAGCAGT 1550
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CTTAGTATCT GAAGCAGTTA AAATAATACA GGGAAGAGAT CTTACTGTGT 1600
GGACATCTCA TGATGTGAAc GGCATACTCA CTGCTAAAGg AGACTTGTGG 1650
tTGTCAGACA ACcaTTTaCT TAAtTATCAG GCTCTATTAC TTGAAgaGCC 1700
AGTGCtGaGA CTGCGCACTT GTGCAACTCT TAAaCCc 1750
1800
1850
1900
1950
2000
2050
2100
2150
2200
2250
2300

Abbildung 17: Durch HERV-W Loci erklarbare Abschnitte der MSRV-pol Sequenz AF009668. Hellgrau hinterlegt
der 526 Nukleotide lange Bereich der Sequenz, welcher sich per Blat-Search einem HERV-W Provirus auf Chromo-
som 1p34.2 zuordnen ldsst. Darin ist in blauer Schrift die Protease — Region gekennzeichnet. JiBIgH hinterlegt der
567 Basenpaare lange Abschnitt am Ende der MSRV-pol Sequenz, welcher sich von dem HERV-W Locus auf
Chromosom 3p12.3 ableitet. Bl markiert bzw. unterstrichen sind die Bindungsbereiche, der in den Studien zur
Detektion von MSRV-pol Transkripten genutzten Primer (siehe Kap. 7) (Nested — PCR Ansatz). Der Gelb hinterlegte
Abschnitt der MSRV-pol Sequenz, welcher von ihnen erfasst wird, weist eine hohe Ubereinstimmung mit einem
HERV-W Provirus auf Chromosom 6q27 auf. [f8l markiert sind die vom jeweiligen HERV-W Referenzlocus abwei-
chenden Nukleotide der MSRV-pol Sequenz. Diese kdnnten zum Teil von den urspriinglich zur Herstellung der

MSRV-pol Sequenz verwandten (unverdéffentlichten) Primern stammen .

6.3 Orientierung der HERV-W-env Xq22.3

Transkripte

Nachdem sich herausgestellt hatte, dass das HERV-W Provirus auf Chromosom Xq22.3 in-
vivo Transkripte herstellt (Kap. 6.1.5), liber weite Strecken identisch mit den in der Literatur
beschriebenen MSRV-env Klonen AF127228 und AF331500 ist und wie diese ebenfalls
einen groferen offenen Leserahmen besitzt, stellte sich die Frage, ob dieser Locus mdgli-
cherweise dazu in der Lage sein konnte, ein HERV-W-Env Protein zu produzieren. Eine
Voraussetzung hierfiir ist eine korrekte Orientierung der Transkripte in Richtung des Offe-
nen Leserahmens mit dem Startcodon ATG am 5’ Ende der mRNA. Diese Aussage liel3 sich
nach dem fiir die Klonierung angewandten Verfahren der Reversen Transkription der mRNA
mittels ,,random hexamer™ Primern nicht mehr treffen, da diese Primer die unspezifische
Umwandlung jeglicher RNA in cDNA ermdglichen. Um dennoch bestimmen zu kdnnen, ob

die detektierten Transkripte dieser HERV-W Kopie in der richtigen Orientierung vorliegen
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a) mMRNA liegt in falscher Orientierung vor:

Startcodon des ORF nicht lesbar am 3’ Ende

mRNA: 3’- TAC ... CGA CGA CAT GTT GGT CAT CGA G ... TAA GTT CCA GTC CGT TCT CTT-5'
R N AR O R A A E O e AR R R AR AR R A R AR RN

cDNA: 5/- ATG ... GCT GCT GTA CAA CCA GTA GCT C ... ATT CAA GGT CAG GCA AGA GAA-3'

57 - Syntheserichtung der cDNA (beginnend mit Xq22StopFlank Primer) = -3’

b) mRNA liegt in korrekter Orientierung vor:

Startcodon des ORF in lesbarer Orientierung am 5’ Ende

mRNA: 5’- ATG ... GCT GCT GTA CAA CCA GTA GCT C ... ATT CAA GGT CAG GCA AGA GAA-3'
e L A e e E e e e e I A IR AR AR A

cDNA: 3’- TAC ... CGA CGA CAT GTT GGT CAT CGA G ... TAA GTIT CCA GIC CGT TCT CTT-5'

37 - < Syntheserichtung der cDNA (beginnend mit Xq22SpezATT Primer) -5’

Abbildung 18: Prinzip der Reversen Transkription mit fiir das Transkript spezifischen Primern. Gezeigt sind die
beiden mdglichen Orientierungen der nachgewiesenen HERV-W-env mRNA Transkripte vom Chromosom Xq22.3.
Jeweils am Anfang der mRNA, ,links* des, bei dieser Reversen Transkription, in cDNA umgeschriebenen Abschnit-
tes, ist das Startcodon des ORF fir das HERV-W-Env Protein angegeben. Nur wenn sich dieses am 5 Ende der
mRNA befindet, kdnnten die Transkripte fiir die Translation eines Env Proteins dienen. Dies ist bei Moglichkeiten b)
der Fall. Unter der mRNA ist jeweils die Sequenz der daraus synthetisierten cDNA wiedergegeben. Da die Synthese
der cDNA ebenfalls nur in 5’ — 3’ Richtung stattfinden kann, muss der fiir die Synthese der cDNA dienende Primer
am 3’ Ende der mRNA binden kénnen. Die flr die Reverse Transkription verwandten Primer sind grau hinterlegt.
Liegt die mRNA also in ,korrekter* Orientierung vor [wie unter b) ], so kann der Antisense Primer ,Xq22SpezATT"
am 3’ Ende der mRNA Transkripte binden und erméglicht die Synthese einer cDNA. Da der Sense Primer in diesem
Fall aufgrund seiner identischen Nukleotidsequenz nicht an diese mRNA Transkripte binden kann, wird in dem
Reversen-Transkriptionsansatz, welcher mit dem Xq22Stop-Flank Primer versehen wurde keine cDNA synthetisiert

werden.

und somit evtl. in-vivo Teile eines HERV-W-Env Proteins synthetisiert werden konnten,
wurde eine reverse Transkription von RNA mit je nur einem fiir das Gen spezifischen Primer
durchgefiihrt (siche Abb. 18). Das heifit, es wurden fiir die Reverse Transkription getrennte
Ansidtze mit je nur dem fiir dieses Gen spezifischen Sense bzw. Antisense Primer
(Xq22StopFlank bzw. Xq22SpezATT) und die jeweiligen Kontrollen (ohne Zugabe von Re-
verser Transkriptase) prozessiert. Wiirde sich in einer anschlieBenden PCR nur in der Probe
mit dem Antisense Primer die entsprechende 305 bp lange HERV-W Xq22.3 Sequenz ampli-
fizieren lassen, so wire gezeigt, dass die mRNA in fiir die Proteinsynthese korrekter Orien-
tierung vorgelegen haben muss (sieche Abb. 18). Nach Durchfiihrung der beschriebenen gen-
spezifischen Reversen Transkription wurde die so gewonnene cDNA einer PCR mit den

gleichen, auch fiir die RT verwandten Primern unterzogen. Abbildung 19 zeigt das Ergebnis
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Xq22SpezATT
KO-IV - RT
Xg22SpezATT
KO-IV + RT
Xq22StopFlank
KO-IV - RT
Xq22StopFlank
H20 Kontrolle
genom. Kontr

—
o
+
=
@]
e

650 bp

300 bp

100 bp

Abbildung 19: Ergebnis der PCR auf die Produkte der Gen — spezifischen Reversen Transkription fir HERV-W-
env Xq22.3. AnschlieBend an die fir das HERV-W Provirus auf Chromosom Xq22.3 spezifische Reverse Transkrip-
tion von RNA der Kontrollprobe KO-V mit jeweils entweder nur dem Sense Primer (Xq22StopFlank) bzw. nur dem
Antisense Primer (Xq22SpezATT) wurden die so hergestellten cDNA Proben (= KO-IV + RT) und Negativ Kontrollen
(= KO-IV — RT) einer PCR mit den gleichen, auch fiir die Reverse Transkription verwandten, Primern unterzogen.
Zu sehen ist, dass nur in der mit dem Antisense Primer Xq22SpezATT versehenen Reversen Transkriptionsansatz
das gesuchte HERV-W Xq22 Transkript amplifiziert werden konnte, nicht jedoch im Ansatz mit dem entsprechenden
Sense-Primer (Xg22StopFlank). Dies lalt den RuckschluR zu, daR® die amplifizierte mRNA in, fir eine etwaige
Translation, korrekter Orientierung vorgelegen haben muss.

dieser PCR. Bei der untersuchten Kontrollprobe KO-IV lieBen sich ausschlieBlich in der mit
dem Xq22SpezATT Primer hergestellten cDNA HERV-W Transkripte amplifizieren, womit
gezeigt wurde, dass diese Transkripte aufgrund ihrer Orientierung tatsichlich fiir die Trans-
lation eines HERV-W-Env Proteins dienen konnten. Die amplifizierte cDNA wurde an-
schliefend kloniert und vier Klone (ATT+RT-K1 — K4) sequenziert um sicher zu stellen,
dass es sich bei der amplifizierten Bande um das Provirus von Chromosom Xq22.3 handelt.
Alle vier Klone zeigten eine 100 prozentige Ubereinstimmung mit dem Xq22.3 Locus. Um
dieses Resultat zu bestétigen, wurde eine genspezifische Reverse Transkription einer weite-
ren Probe (KO-2) durchgefiihrt, die zeigte, dass auch hier Transkripte der HERV-W Kopie
Xqg22.3 in der, fiir die Proteinsynthese korrekter Orientierung vorliegen (Daten nicht ge-
zeigt). Es ist somit davon auszugehen, dass von diesem, theoretisch fiir ein 53 Kilodalton

groBes und 475 Aminosduren umfassendes Protein kodierenden, HERV-W-env Gen in
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PBMC’s regelhaft mRNA Transkripte in, flir eine Proteinsynthese geeigneter Orientierung
hergestellt werden. Das eroffnet die Moglichkeit, dass dieses provirale Gen physiologisch-
erweise oder aber nach einer, im Rahmen von Pathomechanismen zustandekommenden, Ak-
tivierung ein Protein exprimiert. Dieses Protein wire allerding im Gegensatz zu dem vom
Klon AF331500 codierten MSRV-env Protein, welches 542 Aminosduren lang und rechne-
risch 60,6 Kilodalton schwer ist, um 67 N-terminale Aminosduren verkiirzt. Auflerdem un-
terscheiden sich die beiden Proteine im Bereich der TM-Doméne, da die AF331500 Sequenz
in diesem Abschnitt durch eine Rekombination auf ein Provirus auf Chromosom 5p12 zu-
riickzufiihren ist. Abbildung 20 zeigt ein multiples Alignment der Aminosiuresequenz der

beiden Proteine.

AF331500 1 MALPYHTFLFTVLLPPFALTAPPPCCCTTSSSPYQEFLWRTRLPGNIDAPSYRSLSKGNS
Xq22 T oeeennn Tt et et e e e Bl

AF331500 61 TFTAHTHMPRNCYNSATLCMHANTHYWTGKMINPSCPGGLGATVCWTYFTHTSMSDGGGI
Xq22 35

AF331500 121 QGQAREKQVKEAISQLTRGHSTPSPYKGLVLSKLHETLRTHTRLVSLENTTLTRLHEVSA
Xq22 515225

AF331500 181 ONPTNCWMCLPLHFRPYISIPVPEQWNNESTEINTTSVLVGPLVSNLEITHTSNLTCVKF
Xq22 S 1

AF331500 241 SNTIDTTSSQCIRWVTPPTRIVCLPSGIFFVCGTSAYHCLNGSSESMCFLSFLVPPMTIY
Xq22 24 e

AF331500 301 TEQDLYNHVVPKPHNKRVPILPFVIRAGVLGRLGTGIGSITTSTQFYYKLSQEINGDMEQ
Xq22 300 ettt

AF331500 361 VTDSLVTLQDQLNSLAAVVLONRRALDLLTAKRGGTCLFLGEERCYYVNQSRIVTEKVKE
Xq22 36l et ..o

AF331500 421 IRDRIQCRAEELONTERWGLLSQWMPWTLPFLGPLAAIIFLLLFGPCIFNFLVKFVSSRI
Xq22 421 o < (T fi......... BE.......... |

AF331500 481 EAVKLQIVLOMEPQOMQSMTKIYRGPLDRPARLCSDVNDIEVTPPEEISTAQPLLHSNSVG
Xqg22 481 ...... Moo, H....Q..SP....... KG............ PCPI.A.

AF331500 541 SSX
Xq22 541 .Bx

Abbildung 20: Alignment der Aminosauresequenz des von der Sequenz AF331500 codierten mutmafRlichen
MSRV-Env Proteins und des vom ORF auf Chromosom Xg22 codierten HERV-W-Env Proteins. An Position 39 der
Xg22 Sequenz befindet sich das Stop-Codon (.). Dieses wirde zu einer N-terminalen Trunkierung des Proteins
fihren wovon auch das Signalpeptid (gelb) betroffen ware. Der offene Leserahmen auf Chromosom Xqg22 beginnt
somit frihestens mit dem Methionin an Position 68 (grau). Bis zu der Aminosdure an Position 403 (E ) sind die
beiden Proteine identisch. Im Bereich der TM Doméne finden sich 19 abweichende Aminoséuren (grin) da die

AF331500 Sequenz in diesem Bereich von einem Provirus auf Chromosom 5p12 abstammt (siehe Abb. 14).
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6.4 Screening auf Mutation im Stop-Codon des

HERV-W-env Xq22.3 Locus

Es konnte gezeigt werden, dass der HERV-W Klon auf Chromosom Xq22.3 transkriptions-
aktiv ist, die Transkripte in, fiir eine etwaige Translation, korrekter Orientierung vorliegen
und abgesehen von einem Stopcodon im Signalpeptid weitgehend identisch mit der als
MSRV-env beschriebenen Sequenz AF331500 sind. Somit stellte sich die Frage ob sich in
unserem Patienten- oder Kontrollkollektiv Personen mit einer Mutation in genau diesem
Stop-Codon finden lieBen. Wiére dies der Fall, so bestiinde die Moglichkeit, dass es Personen
gibt, bei denen das HERV-W Provirus auf Chromosom Xq22.3 ein Env-Protein mit intaktem
Signalpeptid kodiert, welches in seiner Struktur zu MSRV-Env fast identisch ist. Im Folgen-
den wurde daher die gDNA von 10 Patienten und 10 Kontrollen hinsichtlich einer Mutation
im HERV-W-env Gen auf Chromosom Xq22.3 untersucht (Zur Methode siehe Kap. 3.9.2).
Abbildung 21 und 22 zeigen die multiplen Alignments der Klone von Patienten und Kontrol-
len im entsprechenden, das Stop-Codon enthaltenden Bereich der Sequenzen.

Der Klon MS-4-K2 besal3 eine Mutation im Stop Codon, welche jedoch nicht identisch mit
der Mutation der Sequenz AF331500 ist. Anstatt eines TGG (=Tryptophan) wie bei der
MSRYV Sequenz AF331500 findet sich in dieser Sequenz ,,CGA* was filir Arginin codiert.

Xg22-env 1 GCTGCTGTACAACCAGTAGCTCCCCTTACCAAGAGTTTCTATGAAGAACGCGGCTT-CCT
MSRV-env P Pt E............ - ..
MS-1-K2 L et e e e e e e -...
MS-1-K7 L et e e e e e -...
MS-1-K17 PP - ..
MS-1-K19 PP - ..
MS-2-K1 PP -
MS-2-K2 PP -
MS-3-K1 L et e e e e - ..
MS-3-K2 L et e e e e - ..
MS-3-K3 L et e e e e e -...
MS-3-K4 L et e e e e e -...
MS-3-K5 PP C...
MS-3-K6 PP - ..
MS-3-K7 PP -
MS-3-K8 PP -
MS-4-K1 L et e e e e - ..
MS-4-K2 L et e e B............. - ..
MS-4-K3 L et e e e - ..
MS-4-K4 L et e e e e - ..
MS-4-K5 L et e e e e -...
MS-4-K7 L ettt e e e e e B.............. -
MS-4b-K1 PP -
MS-4b-K2 PP -
MS-4b-K3 PP -
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MS-4b-K4 L et e e e e -...
MS-4b-K5 PP - ..
MS-4b-K6 PP - ..
MS-4b-K7 PP -
MS-4b-K8 PP -
MS-4b-K9 L et e e e e - ..
MS-4b-K10 L et e e e e - ..
MS-4b-K11 L et e e e e e -...
MS-4b-K12 L et e e e e -...
MS-4b-K23 PP - ..
MS-4b-K14 PP - ..
MS-4b-K15 PP - ..
MS-4b-K16 P B. c.T..a....-..C
MS-5-K1 PP -
MS-5-K3 N - - - ...
MS-5-K4 L et e e e - ..
MS-5-K5 L et e e e e -...
MS-5-K8 N - & - ...
MS-5-K10 PP - ..
MS-6-K2 PP - ..
MS-6-K3 PP -
MS-6-K4 PP -
MS-6-K5 N - - - ...
MS-6-K7 N - - - ...
MS-6-K9 N - & - ...
MS-7-K1 L et e e e e e -...
MS-7-K2 PP - ..
MS-7-K3 PP - ..
MS-7-K4 PP -
MS-7-K5 PP -
MS-7-K6 N - - - ...
MS-8-K1 N - - - ...
MS-8-K2 N - & - ...
MS-8-K3 N 6 © © Govvnnnin ...
MS-8-K4 L et e e T..-...
MS-8-K6 PP - ..
MS-8-K7 PP -
MS-9-K3 PP -
MS-9-K4 PP -
MS-10-K2 N - - - ...
MS-10-K3 N - - - ...
MS-10-K4 L et e e e e e -...
MS-10-K5 L et e e e e e -...
MS-10-K6 PP - ..
MS-10-K12 L et e e e e e e e e - ..

Abbildung 21: Multiple Aligment des Stop Codon enthaltenden Bereichs der HERV-W-env Loci auf Chromosom
Xg22.3 bei 10 Patienten mit MS. Gelb: Stop Codon; [fl: darin gefundene Mutationen. Die zweite Zeile gibt die
MSRV-env Sequenz AF331500 wieder. Zu erkennen ist, dass an Position 44 ein G anstatt eines A zu finden ist,
was aus dem Stop Codon (,TGA®) ein Tryptophan-Codon (,TGG") macht. Bei der Patientenprobe MS-4 wurde
ebenfalls in einem der Klone (MS-4-K2) eine Mutation im Stop Codon gefunden, welche allerdings nicht mit der
Mutation der Sequenz AF331500 ubereinstimmt. Anstatt eines Stop findet sich in dieser Sequenz ,CGA* = Arginin.
Zur Kontrolle wurde der entsprechende Klon nochmal, von der anderen Seite ausgehend, sequenziert, was die
Mutation bestatigte (MS-4-K7). Die Sequenzierung von 16 weiteren Klonen der gleichen Probe (MS-4b-K1 bis MS-
4b-K16) ergab keinen weiteren Klon mit einer identischen Mutation im Stop Codon. Eine Sequenz (MS-4b-K16)
wies eine mit AF331500 identische Mutation auf welche jedoch von einer Rekombination mit einem HERV-W Provi-

rus auf Chromosom 5q11.2 stammt (Alignment nicht abgebildet).
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Xq22-env 1 GCTGCTGTACAACCAGTAGCTCCCCTTACCAAGAGTTTCTATGAAGAACGCGGCTTCCTG
MSRV-env P P B...............
KO-1-K1 L et e e e
KO-1-K2 L et e e e e e e e
KO-1-K3 L et e e e e e e e
KO-1-K4 PP
KO-1-K5 PP
KO-1-K6 PP
KO-1-K8 PP
KO-2-K1 L et e e e e
KO-2-K2 L et e e e
KO-3-K1 L et e e e e e e e
KO-3-K2 L et e e e e e e
KO-4-K1 PP
KO-4-K2 PP
KO-4-K3 PP
KO-4-K4 L et e e e
KO-4-K5 L et e e e
KO-4-K6 L et e e e e
KO-4-K7 L et e e e e
KO-5-K1 L et e e e e e
KO-5-K3 L et e e e e e
KO-5-K4 PP
KO-5-K7 PP
KO-5-K9 L et e e e
KO-6-K1 L et e e e
KO-6-K2 L et e e e e
KO-6-K3 L et e e e e
KO-6-K6 L et e e e e e
KO-6-K7 L et e e e e e
KO-6-K8 PP
KO-7-K1 PP
KO-7-K3 L et e e e
KO-7-K4 L et e e e
KO-7-K5 L et e e e e
KO-7-K6 L et e e e e
KO-7-K7 L et e e e e e
KO-8-K1 L et e e e e e e e
KO-8-K3 PP
KO-8-K4 PP
KO-8-K6 PP
KO-8-K7 PP P B. c.t..a...... CA
KO-9-K1 L et e e e
KO-9-K2 L et e e e e
KO-9-K3 L et e e e e e e e
KO-9-K4 L et e e e e e e
KO-9-K7 L et e e e e e
KO-10-K2 PP
KO-10-K3 L et e e e e e e e e

Abbildung 22: Multiple Aligment des Stop Codon enthaltenden Bereichs der HERV-W-env Loci auf Chromosom
Xg22.3 bei 10 Kontrollen. Gelb: Stop Codon; [fl: darin gefundene Mutationen. Die zweite Zeile gibt die MSRV-env
Sequenz AF331500 wieder. Zu erkennen ist, dass an Position 44 ein C anstatt eines T zu finden ist, was aus dem
Stop Codon (,TGA®) ein Tryptophan-Codon (,TGG") macht. Der Klon KO-8-K7 besitzt eine identische Mutation,
welche allerdings von einer Rekombination mit dem HERV-W Provirus auf Chromosom 5g11.2 herriihrt (siehe auch
Abbildung 15 Klon MS-4-K23, Alignment nicht abgebildet).
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Zur Kontrolle wurde der Klon nochmals retrograd sequenziert (MS-4-K7), was die Mutation
bestétigte. Ein Versuch bei diesem Patienten diese Mutation durch Sequenzierung von 16
weiteren Klonen (MS-4b-K1 bis MS-4b-K16) ein zweites mal nachweisen zu kdnnen schei-
terte. Eine der Sequenzen (MS-4-K16) wies eine zu AF331500 synonyme Mutation auf,
welche sich jedoch durch einer Rekombination mit einem HERV-W Provirus auf Chromo-
som 5q11.2 erkldren lieB (Alignment nicht abgebildet). Auch einer der Klone von Kontrollen

(KO-8-K7) zeigte eine genau identische Rekombination.

6.5 Identifikation eines neuen single nucleotide
polymorphism (=SNP) im HERV-W-eny
Xq22.3 Locus

Bei der Suche nach dem Vorliegen einer Punktmutation im Stopcodon des HERV-W-env
Locus auf Chromosom Xq22 (siche Kap. 6.4) fiel in den fiir die Analyse der Sequenzen er-
stellten Alignments bei einigen Proben ein SNP an Position 157 auf. 5 von 10 Kontrollen
wiesen an dieser Stelle ein Thymin anstatt eines Cytosins auf, wihrend nur ein Patient diese
Mutation besitzt. Die Mutation ist nicht synonym und codiert fiir Isoleucin (,,ATT*) anstatt
des normalerweise an dieser Stelle stehenden Threonins (,,ACT*). Die MSRV-Sequenz weist
diesen SNP nicht auf. Abbildung 23 zeigt ein multiples Alignment aller Sequenzen von Pro-
ben, welche diesen SNP aufweisen. Da das Provirus auf dem X Chromosom liegt, kommt es
im Genom von Ménnern nur in einfacher Kopie vor wihrend Frauen, welche zwei X Chro-
mosomen besitzen, fiir den neuen SNP heterozygot oder homozygot sein konnen, je nach-
dem, ob nur eines oder beide Chromosomen den SNP tragen. Fiinf der sechs Personen wel-
che diesen SNP aufweisen sind heterozygot, das heifit es wurden bei ihnen Klone mit und
solche ohne den SNP gefunden. Eine Kontrolle (KO-6) ist fiir diesen SNP jedoch homozygot
(sechs von sechs Sequenzen dieser Person weisen den SNP auf, damit ist die Wahrschein-
lichkeit eine Heterozygotie dieser Probe iibersehen zu haben p = 0,016). Die Wahrschein-
lichkeit bei einer der Proben von weiblichen Probanden den SNP {ibersehen zu haben, liegt
bei der Analyse von sechs Sequenzen < 1,6 %, bei nur fiinf Sequenzen < 3,1 % unter der
Voraussetzung, dass die Herkunft der klonierten Sequenzen zufillig auf die beiden X Chro-

mosomen verteilt ist.
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Xg22-env 121 ACACCCATATGCCCCGCAACTGCTATAACTCTGCCACTCTTTGCATGCATGCAAATACTC
DS Y Y o 7t
KO-1-K1 LD
KO-1-K2 LD Y
KO-1-K3 L0
KO-1-K4 1 Tt e e e et e e ettt e
KO-1-K5 L2 et e e e e e e e Tttt et ettt
KO-1-K6 2L e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
KO-1-K8 12 T et e et e e ettt e
KO-4-K1 12 Tttt et e ettt
KO-4-K2 120 i e e e e e e e e e e e e e e T e e et e e et et et e e e e
KO-4-K3 LD
KO-4-K4 10
KO-4-K5 10
KO-4-K6 L2 e e e e e e e e Tttt et ettt e
KO-4-K7 2L e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
KO-5-K1 L2 et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
KO-5-K3 10 T et e et e ettt e e
KO-5-K4 12 PP
KO-5-K7 102 e e e e et ettt e e
KO-5-K9 LD
KO-6-K1 L2 i e e e e e e e e e e e e e T e e e e e et e e et e e e
KO-6-K2 L2 it e e e e e e e e e e e e e e e T e e e e e e et e e et et e
KO-6-K3 L2 et e e e e e e e e e Tttt et e ettt e
KO-6-K6 L2 e e e e e e e e e Tttt et e ettt e
KO-6-K7 10 Tttt et e ettt
KO-6-K8 12 Tttt et e ettt
KO-7-K1 LD
KO-7-K3 LD
KO-7-K4 1 Tt e e e et e e ettt e
KO-7-K5 1 Tt e e e et e e ettt e
KO-7-K6 2L e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
KO-7-K7 L2 e e e e e e e e e e T eCi et i i i
MS-3-K1 0
MS-3-K2 12 Tttt et e ettt e e
MS-3-K3 LD
MS-3-K4 LD Y
MS-3-K5 10
MS-3-K6 10
MS-3-K7 2L e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
MS-3-K8 L2 it e e e e e e e e e e e e e T e e e et et et et et e e et

Abbildung 23: Multiples Alignment der Sequenzen aller Proben, welche einen nicht-synonymen SNP im HERV-W-
env Gen auf Chromosom Xqg22 aufweisen (in diesen Segenzen an Position 157). Zu erkennen ist, dass die MSRV
Sequenz (zweite Zeile) diesen SNP nicht besitzt. Fiinf von 10 Kontrollen zeigen diesen SNP, eine davon homozygot
(KO-6). Nur eine der MS Proben ist fur den SNP positiv. Das Leseraster des Offenen Leserahmens innerhalb des

env Gens ist durch das Grau hinterlegte Basentriplet (,ACT") der Referenzsequenz markiert.

In Tabelle 15 ist eine Ubersicht iiber die Hiufigkeit des SNP’s in beiden Gruppen zu sechen.
Aufgrund der kleinen Stichprobenanzahl ist das Ergebnis knapp nicht signifikant (Fisher’s
Exact Test p = 0,07)
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c/C CI/T TIT
Kontrollen 5 4 1
Patienten 9 1 0

Tabelle 15: Ubersicht iiber die Anzahl der Sequenzen im Kontroll und Patientenkollektiv, welche den neu beschrie-
benen SNP im HERV-W-env Gen auf Chromosom Xqg22 aufweisen. Von beiden Gruppen wurden zehn Proben
analysiert, finf der zehn Kontrollen weisen die nicht synonmye Mutation auf, wahrend nur eine der Patientenproben
die Mutation besitzt. Eine der Kontrollen war homozygot fir den SNP. Berlicksichtigt man nur das Merkmal SNP

ja/nein so ergibt der Fisher's Exact Test einen knapp nicht signifikanten P-Wert von p = 0,07.
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7 Diskussion

Es gibt mehr als 100 HERV-W Loci im humanen Genom. Davon besitzen 13 Loci ein Voll-
langen env Gen. In Rahmen dieser Arbeit sollten HERV-W-env Loci in PBMC’s von Patien-
ten mit MS und gesunden Kontrollen hinsichtlich ihrer Trankriptionsaktivitdt untersucht
werden. Damit sollte eine Aussage ermoglicht werden, welche der ausgewéhlten HERV-W-
env Loci transkriptionsaktiv sind (Kap.6.1.2), ob diesbeziiglich ein Unterschied zwischen
Patienten mit MS und Kontrollen besteht (Kap. 6.1.5) und ob Transkripte eines, moglicher-
weise exogenen MSRV nachgewiesen werden konnen. AnschlieBend sind die in der
Literatur beschriebenen MSRV Sequenzen (Perron et al., 1997 / Komurian-Pradel et al.,
1999) unter Beriicksichtigung der gesammelten Erkenntnisse iiber die Haufigkeit von
in-vitro Rekombinationsereignissen bei der RT-PCR, beziiglich ihrer Herkunft analysiert
worden (Kap. 6.2). AbschlieBend wurde die Orientierung der Transkripte des HERV-W Lo-
cus auf Chromosom Xq22.3, welcher einen groferen offenen Leserahmen besitz, bestimmt
(Kap. 6.3) und eine Gruppe von 10 Patienten und zehn Kontrollen hinsichtlich einer Punkt-
mutation innerhalb dieses HERV-W Locus untersucht (Kap. 6.4).

In der Vergangenheit sind eine Reihe von Studien durchgefiihrt worden um das Vorhanden-
sein von MSRV / HERV-W mRNA Transkripten im Serum, Liquor und anderen Geweben
von Patienten mit MS und Kontrollen zu untersuchen. Meist wurden die Transkripte dabei
jedoch nur mittels konventioneller PCR, ohne anschlieBende Sequenzierung der amplifizier-
ten cDNA, nachgewiesen (Garson et al., 1998 / Serra et al., 2001 / Dolei et al., 2002 / Sotgiu
et al., 2002 / Nowak et al., 2003 / Mameli et al., 2007). Die angewandten Methoden erlaub-
ten somit keine definitive Aussage dariiber, ob MSRV oder aber HERV-W Transkripte de-
tektiert wurden und welche Proviren bzw. Sequenzen fiir die beobachtete MSRV / HERV-W
mRNA Expression in den Patientenkollektiven verantwortlich waren. Des Weiteren basier-
ten die verwandten PCR-Primer auf den einschldgigen, in der Literatur beschriebenen, mut-
mallichen MSRV Sequenzen. Die in allen erwidhnten Studien (mit Ausnahme von Nowak et
al.), verwandten Oligonukleotide erkennen neben der von Perron 1997 verdffentlichten
MSRV-pol Sequenz, AF009668, auch ein auf Chromosom 6q27 gelegenes HERV-W Provi-
rus (Siehe Kap.6.2.3). Daraus wird ersichtlich, dass der Information, ob und welche HERV-
W Proviren transkriptionsaktiv sind, wie diese im Verhéltnis zu MSRV stehen und woher die
beschriebenen MSRV Sequenzen stammen, eine gro3e Bedeutung fiir die Interpretation der

bisher gesammelten Erkenntnisse beziiglich MSRV beizumessen ist.
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7.1 In humanen PBMC’s transkribierte HERV-W-

env Loci

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass mindestens sieben HERV-W-env Loci in hu-
manen PBMC’s transkribiert werden. Alle, als transkriptionsaktiv ermittelten, HERV-W
Proviren stellen sowohl bei Personen mit MS als auch bei den Kontrollen mRNA Transkripte
her und keiner der transkribierten Loci war spezifisch nur im Patientenkollektiv aktiv. Eine,
im Rahmen der Multiplen Sklerose auftretende, selektive Aktivierung der Transkription ei-
nes der nachgewiesenen, endogenen HERV-W Proviren in PBMC’s ist somit sehr unwahr-
scheinlich. Vier Proviren, welche laut Blat PCR von den verwandten Primern ebenfalls er-
fasst werden miissten (die auf Chromosom 11p14.3, 12q13.13, 1p32.3 sowie 5q21.3 gelege-
nen HERV-W-env Loci), wurden nicht nachgewiesen und sind somit hochstwahrscheinlich
in PBMC’s nicht transkriptionsaktiv (Siehe Kap. 6.1.2). Mit absoluter Sicherheit lasst sich
eine Aussage dariiber jedoch nicht treffen, da sehr seltene Transkripte mdglicherweise nicht
unter den sequenzierten Klonen vertreten waren.

Die von uns getroffenen Aussagen iiber Héaufigkeit der Transkripte eines bestimmten Provi-
rus beruhen auf den in Kap. 6.1.5 gemachten Annahmen. Dazu zéhlt unter anderem die
gleichméBigen Amplifikation aller erfassten HERV-W Loci, die rein zufilligen Integration
der amplifizierten Sequenzen in die zur Klonierung verwandten Plasmide sowie die sto-
chastischen Auswahl von Klonen zur anschlieBenden Sequenzierung. Eine mogliche Fehler-
quelle liegt in einer stirkeren bzw. schwicheren Amplifikation bestimmter Sequenzen wih-
rend der PCR aufgrund von Langenunterschieden oder unterschiedlichen Primerbindungsei-
genschaften. So wire beispielsweise zu erwarten, dass Sequenzen, welche in einem der bei-
den Primer, insbesondere am 3’ Ende des Primers, welches fiir die Bindung die wichtigste
Rolle spielt, abweichende Nukleotide aufweisen mit geringerer Effizienz amplifiziert wer-
den, als Sequenzen, welche mit beiden Primern exakt iibereinstimmen. Somit ist davon aus-
zugehen, dass die cDNA des HERV-W Locus auf Chromosom 15g21.3, welcher ein Mis-
match zu dem verwandten Forward Primer MS/Herv-U aufweist, unter Umstdnden mit ge-
ringerer Effizienz amplifiziert wurde, als z.B. die von Chromosom 6q21. Dies wiirde die
Ergebnisse beziiglich der prozentualen Anteile der einzelnen Transkripte verzerren. So lasst
sich spekulieren, dass das am héufigsten auftretende Provirus auf Chromosom 15q21.3 in-

vivo einen noch groBeren Anteil der erfassten mRNA Transkripte stellt.
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Eine andere mogliche Fehlerquelle wire die bevorzugte oder erschwerte Ligation in die
Plasmide aufgrund von Langenunterschieden, was flir die vorliegende Untersuchung aber
nahezu ausgeschlossen werden kann, da alle amplifizierten Fragmente eine fast identische
Lange aufweisen (625 bis 641 bp).

Wie bereits angesprochen muss auflerdem davon ausgegangen werden, dass seltene
Transkripte, welche in-vivo einen sehr geringen Anteil der erfassten HERV-W mRNA’s
ausmachen, aus stochastischen Griinden eventuell nicht unter unseren 332 sequenzierten

Klonen vertreten sind.

7.1.1 Struktur der transkribierten HERV-W Loci

In einer 2002 verdffentlichten Arbeit wurde gezeigt, dass 26,9 % aller HERV-W Proviren im
humanen Genom die Struktur prozessierter Pseudogene aufweisen (Pavlicek et al., 2002).
Betrachtet man jedoch nur Elemente mit internen Sequenzen, also erhaltenen gag, pol oder
env Regionen im Gegensatz zu reinen Solo — LTR’s, so machen prozessierte Pseudogene
sogar 52,5 % dieser HERV-W Elemente aus. In allen anderen HERV Familien sind prozes-
sierte Pseudogene indessen nur sehr selten anzutreffen (Pavlicek et al., 2002). Prozessierte
Pseudogene innerhalb der HERV-W Familie sind am 5° LTR trunkiert und besitzen teilweise
einen von gespleifiter, retroviraler mRNA abgeleiteten Aufbau sowie einen Poly — A
Schwanz. Sie sind an Insertionsstellen ins Genom integriert, welche von einer Retrotranspo-
sition durch LINE Elemente zeugen. Im Gegensatz zu einer, durch die retrovirale Reverse
Transkriptase bewerkstelligten, retroviralen Replikation, weisen im Zuge der reversen
Transkription durch LINE Elemente entstandene prozesierte Pseudogene eine Trunkierung
am 5’ LTR auf. Damit fehlt diesen prozessierten HERV-W Pseudogenen die U3 Region des
LTR, welche die virale Promotorsequenz enthélt. Dies fiihrte zu der Schlussfolgerung, dass
diese HERV-W Kopien aufgrund des fehlenden Promotors nicht transkribiert werden und
ithnen somit weder eine physiologische noch eine pathologische Rolle zukommen kdénne
(Pavlicek et al., 2002 / Costas 2002).

Von Nellaker et al. konnte bereits gezeigt werden, dass auch HERV-W Loci ohne U3 Region
transkribiert werden und sich sogar Transkripte von weiteren Loci komplett ohne
erkennbaren 5° LTR nachweisen lassen. Damit war erstmals demonstriert, dass auch HERV-
W Loci mit trunkierter U3-Region oder sogar ohne 5’-LTR transkriptionsaktiv sein kdnnen

(Nelléker et al., 2006).
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Unsere Daten weisen ebenfalls eindeutig darauf hin, dass auch HERV-W Pseudogene
transkriptionsaktiv sind. Sechs der sieben in dieser Arbeit nachgewiesenen, transkriptionsak-
tiven HERV-W Loci weisen die Struktur prozessierter Pseudogene mit trunkierten oder dele-
tierten LTR’s auf. Nur das Provirus auf Chromosom 7q21.2, fiir welches bereits die Expres-
sion eines Proteins (Syncytin-1) in-vivo gezeigt wurde (Blond et al., 2000), weist die Struk-
tur eines kompletten Retrovirus mit erhaltener U3 Region inklusive viralem Promotor auf.
Fiir den Syncytin-1 kodierenden ERVWEI1 Locus auf Chromosom 7q21.2 konnte gezeigt
werden, dass zellulire Enhancer auBBerhalb des viralen 5° LTR die Transkriptionsaktivitit
dieses Provirus beeinflussen kénnen (Prudhomme et al., 2004). Analog dazu sind wahr-
scheinlich noch nicht identifizierte, alternative Promotoren fiir die Expression der, von uns
als transkriptionsaktiv nachgewiesenen, HERV-W Pseudogene ohne intakten 5° LTR ver-

antwortlich.

7.2 Herkunft rekombinierter Sequenzen

Bei der Analyse der Transkriptionsmuster der untersuchten HERV-W Proviren lieen sich
99 von insgesamt 332 sequenzierten cDNA’s nicht eindeutig (d.h. mit >99,5 % iibereinstim-
menden Nukleotiden) einem bestimmten proviralen Locus im humanen Genom zuordnen.
Diese, vorldufig nicht zuzuordnenden cDNA Transkripte stellen, untereinander verglichen,
eine heterogene Gruppe von HERV-W Sequenzen dar, weshalb es als sehr unwahrscheinlich
erscheint, dass es sich dabei um neue, bisher nicht beschriebene, im humanen Genom vor-
handene HERV-W Proviren handelt. Eine andere mogliche Erklarung wére, dass diese Se-
quenzen von einem neuen, replikationskompetenten HERV-W Provirus stammen oder durch
in-vivo Rekombinationen in retroviralen Partikeln entstanden sind, welche von HERV-W
kodiert sind. In diesem Fall wére es zu erwarten, dass eine definierte cDNA Sequenz dieses
neuen Provirus, genau wie die Transkripte bereits bekannter HERV-W Proviren, wiederholt
beobachtet wird. Die nachgewiesenen, rekombinierten Sequenzen waren jedoch sehr unter-
schiedlich zueinander und es lieB sich keine definierte, rekombinierte Sequenz eines neuen
Provirus abgrenzen.

Auch in anderen Arbeiten zur Expression von HERV’s ist das Auftreten rekombinanter Se-
quenzen beschrieben worden. In einer Studie zur Expression von HERV-K(HML?2) gelang
es durch eine computergestiitzten Analyse der sequenzierten cDNA mittels des Programmes
RECCO etwa 5 % rekombinierte Sequenzen identifizieren (Flockerzi et al., 2007). Dabei

wurden in dieser Studie nur Sequenzen mit mehr als 18 Nukleotiden Abweichung zur dhn-
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lichsten genomischen Referenzsequenz auf mogliche Rekombinationen untersucht. In dieser
Arbeit machen die rekombinierten Sequenzen einen wesentlich gro3eren Anteil von ca 30 %
der analysierten Klone aus. Dies erklart sich dadurch, dass letztlich alle Sequenzen, d.h. auch
solche mit nur einem Nukleotid Abweichung zur am besten passenden genomischen Se-
quenz, manuell auf mogliche Rekombinationsereignisse untersucht wurden (Siche Kap.
54.1).

Bei zwei verschiedenen Schritten kann es bei der Anwendung der verwandten Methoden zu
Rekombinationen kommen. Einerseits kann bei der Herstellung der cDNA die Reverse
Transkriptase von der mRNA eines HERV-W Provirus auf die mRNA eines anderen HERV-
W Provirus gesprungen sein (ein sog. ,,template switch*), wodurch eine Chimére der beiden
beteiligten Proviren entsteht. Andererseits konnen sich wiahrend der anschlieBenden PCR
beim Annealing ein unvollstidndig synthetisierter DNA Einzelstrang eines Provirus mit dem
unvollstindigen DNA Einzelstrang eines anderen HERW-W Provirus aneinanderlagern und
diese, mit dem jeweils anderen Strang als Matrize, zu Ende synthetisiert werden, was eben-
falls zu einer chimédren DNA fiihren wiirde. Beide Mechanismen der in-vitro Rekombination,
sowohl wihrend der Reversen Transkription als auch wéhrend der PCR sind bekannte Pha-
nomene (Luo & Taylor,1990 / Meyerhans et al., 1990), wobei die von uns beobachteten Re-
kombinationen durch die Beteiligung eines oder beider Mechanismen entstanden sein kon-
nen. Zusammenfassend lésst sich sagen, dass die Bildung von ex-vivo Rekombinationen in
vergleichbaren Studien unvermeidlich zu sein scheint. Daher miissen die Ergebnisse ver-
gleichbarer Experimente hinsichtlich der Charakterisierung neuer retroviraler Sequenzen
unter der Beriicksichtigung solcher Artefakte duBlerst vorsichtig interpretiert werden. Dies
impliziert auch, dass es schwierig ist die Existenz einer infektiosen exogenen HERV Varian-

te nur durch eine, auf einer RT-PCR basierenden Methode zu beweisen.

7.3 MSRY - exogenes Retrovirus oder Artefakt?

7.3.1 Implikationen der Ergebnisse fiir den Status von MSRV

Wie Anhand der erstellten Multiplen Alignments gezeigt wurde, lassen sich alle in der Lite-
ratur beschriebenen MSRV Sequenzen, zum Teil unter Annahme weniger Rekombinationse-
reignisse, auf endogene HERV-W Proviren zuriickfiihren (siche Kap. 6.2). Die MSRV-env
Sequenz AF127227 geht bis auf eine Mutation auf ein HERV-W Locus auf Chromosom
3923 zuriick. Die MSRV-env Sequenz AF331500, welche als einzige der env — Sequenz ein
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vollldngen Protein kodiert, kann unter Annahme einer Rekombinationen bis auf vier verblei-
bende, unklare Nukleotide, auf endogene HERV-W Proviren von Chromosom Xq22.3 und
5pl12 zuriickgefiihrt werden. Nimmt man sogar vier Rekombinationsereignisse an, so
verbleiben nur zwei nicht erkldrbare Abweichungen von endogenen HERV-W Loci. Die
MSRV-env Sequenz AF127228 stammt, bis auf vier nicht iibereinstimmende Basenpaare auf
einer Strecke von 1932 Nukleotiden, ebenfalls von der genomischen HERV-W Kopie auf
Chromosom Xq22.3 ab. Nimmt man hier zwei Rekombinationsereignisse an, so lédsst sich
noch eine der vier Mutationen dadurch erkldren. Die vierte MSRV-env Sequenz AF127229
kann unter Annahme einer Rekombination von zwei Proviren auf Chromosom 3p12.3 und
18q21.23 erklért werden.

Die MSRV-gag Sequenz AF123881 stammt unzweifelhaft von dem HERV-W Locus auf
Chromosom 3q26.32 von welchem bereits bekannt ist, dass er einen ORF fiir ein 363 Ami-
nosduren grofles Gag Protein mit einer carboxy — terminal trunkierten Kapsid — Doméne
besitzt (Voisset et al., 2000).

Auch bei der ersten dem MSRV — Genom zugeschriebenen Sequenz, MSRV-pol AF009668,
kann nahezu mit Sicherheit davon ausgegangen werden, dass sie ebenfalls auf endogene
HERV-W Sequenzen zuriickgeht. Die Basenpaare 1 — 526 gehen zu anndhernd 100% auf
1p34.2 zuriick, das Ende der Sequenz ab Basenpaar 1737 stimmt fast vollstindig mit einem
HERV-W Provirus auf Chromosom 3pl12.3 iiberein und ein 575 Nukleotide umfassender,
zwischen diesen beiden Teilen liegender Abschnitt der Sequenz 4Bt sich mit 98 % Uberein-
stimmung einem HERV-W Locus auf Chromosom 6q27 zurodnen (siche Abb. 17). Aus den
bereits dargelegten Griinden konnten die genauen Rekombinationsstellen fiir diese Sequenz
jedoch nicht nachvollzogen werden (siche Kap. 6.2.3).

Die Anzahl der verbleibenden, von der jeweiligen genomischen Sequenz abweichenden und
nicht durch Rekombinatinen erkldrbaren Nukleotide liegt fiir die MSRV Sequenzen zwi-
schen 1,02 und 2,46 pro 1000 Basenpaare. Dies entspricht dem Bereich der in der Literatur
beschriebenen, durch die Taq bedingten, normalen Fehlerrate des PCR-Verfahrens, welche
mit 0,2 Basensubstitutionen / kb (Lundberg et al., 1991) bis zu 2,1 Basensubstitutionen / kb
(Kheohavong and Thilly, 1989) angegeben wird. Aullerdem kdnnen auch Basenaustausche
bei der reversen Transkription sowie Sequenzierfehler zu den beobachteten abweichenden

Nukleotiden beitragen. Von uns wurde, nach der Beriicksichtigung von Rekombinations-
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ereignissen, eine Fehlerrate von 1,54 Basensubstitutionen pro Kilobase beobachtet. Dies
entspricht beispielsweise 2,97 Nukleotidaustauschen in einem PCR-Produkt von 1932 bp
Lénge wie der MSRYV Sequenz AF127228.

Der Anteil der, im Rahmen dieser Arbeit beobachteten, rekombinierter Sequenzen betrug
etwa 30 % aller sequenzierten Klone. Dies verdeutlicht, dass das Auftreten von Rekombina-
tionen kein zu vernachlidssigenden Randeffekt, sondern ein hdufiges Vorkommnis im Rah-
men einer RT-PCR von HERV — Sequenzen darstellt. Die von uns analysierten MSRV Se-
quenzen lassen sich, bis auf wenige Mutationen, mit endogenen, im humanen Genom vor-
handenen, HERV-W Proviren erkldaren. Die Anzahl der nicht durch Rekombinationen er-
klarbaren Nukleotide liegt im Rahmen der bei Anwendung der Methode zu erwartenden
Fehlerrate. Von dem, maf3geblich an den MSRV-env Sequenzen AF127227, AF127228 und
AF331500 beteiligten HERV-W Provirus auf Chromosom Xq22.3 konnte im Rahmen unse-
rer Transkriptionsmusteruntersuchung gezeigten werden, dass es regelmiBig sowohl bei
Patienten mit MS als auch bei gesunden Kontrollen mRNA Transkripte herstellt. Von
einigen der verbleibenden HERV-W Loci, welche an den MSRV Sequenzen beteiligt sind,
ist nicht bekannt ob sie transkriptionsaktiv sind. In der vorliegenden Untersuchung konnte
keine Aussage iiber deren Transkriptionsaktivitit getroffen werden, da sie von dem
verwandten Primerpaar nicht erfasst waren. Angesichts der Tatsache, dass allein im Rahmen
dieser Arbeit in PBMC’s sieben HERV-W-env Loci als transkriptionsaktiv herausgestellt
haben, ist es jedoch sehr wahrscheinlich, dass auch die anderen, an den MSRV — Sequenzen
beteiligten HERV-W Loci transkriptionsaktiv sind. Unter Beriicksichtigung dieser Faktoren
ist die wahrscheinlichste Erkldrung fiir die bisher als MSRV bezeichneten Sequenzen deren
Herkunft von Transkripten verschiedener endogener HERV-W Loci. Dies bedeutet, dass es
sich bei den bisher als MSRV — Genom beschriebenen Sequenzen um, am ehesten um
HERV-W Transkripte bzw. wahrend der cDNA Synthese bzw. der anschlieBenden PCR
Amplifikation entstandene, ex-vivo Rekombinationen von Transkripten endogener HERV-W
Loci handelt. Diese Hypothese wird auch von den zuvor gemachten Beobachtungen zur

Héufigkeit von Rekombinationsereignissen unterstiitzt (Flockerzi et al., 2007).
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7.3.2 Alternative Erklidrungsansiitze fiir rekombinierte MSRV Se-
quenzen

Eine alternative Erklarung fiir die hier gemachten Beobachtungen wére, dass die MSRV Se-
quenzen aus in-vivo Rekombinationen zwischen verschiedenen HERV-W Loci hervorgegan-
gen sind, welche anschieBend stabil in die genomische DNA der untersuchten Patienten in-
tegriert worden sind. Wiirden diese neuen, rekombinierten und integrierten HERV-W Provi-
ren Transkripte produzieren, so kdnnten diese theoretisch der Ursprung der als MSRV be-
schriebenen, rekombinierten mRNA Transkripte sein (Perron et al., 1997 / Komurian-Pradel
et al.,, 1999). Auch wenn sich diese mogliche Erklarung nicht grundsétzlich ausschlieen
1a63t, sprechen mehrere Argumente gegen diese Hypothese. Zum einen sind die MSRV Se-
quenzen nicht identisch, wie man es von einem definierten, neu integrierten Virus erwarten
wiirde. Die vier bekannten MSRV-env Sequenzen stammen z.B, von unterschiedlichen en-
dogenen HERV-W Loci ab. AuBlerdem weisen die MSRV Sequenzen auch keine identischen
Rekombination auf. Des Weiteren besitzen nicht alle MSRV Sequenzen einen offenen Lese-
rahmen sondern sind zum Teil von Stop — Codonen unterbrochen was gegen eine mogliche
Rolle als Genom eines replikationskompetenten Retrovirus spricht. Ebenfalls gegen die The-
orie eines neuen, nur bei Patienten mit MS vorkommenden Retrovirus spricht die Tatsache,
dass zumindest eine der Sequenzen (AF127228) nicht von einer an MS erkrankten Person

stammt (Perron et al., 2001).

7.3.3 Bisherige Charakterisierung von MSRV

Angesichts der Tatsache, dass es sich bei den MSRV Sequenzen nach unseren Erkenntnissen
nicht um das Genom eines exogenen, replikationskompetenten Retrovirus handelt, stellt sich
die Frage wie die bisherigen Studien zu MSRYV vor diesem Hintergrund interpretiert werden
konnen. Daher sollen im Folgenden die, bei den bisherigen Untersuchungen beziiglich

MSRYV angewandten Methoden kurz kritisch bewertet werden.

7.3.3.1 Elektronenmikroskopische Aufnahmen von retrovirusartigen Partikeln
in Zellkulturen von Patienten mit MS
Zahllose Erkrankungen wie zum Beispiel das Sjogren Syndrom, Psoriasis, Systemischer Lu-

pus erythematodes, Rheumatoide Arthritis, Mammatumore, Maligne Melanome, Hodentu-

more und eben auch die Multiple Sklerose sind in der Vergangenheit auf der Basis von elekt-
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ronenmikroskopischen Aufnahmen mit Retroviren in Verbindung gebracht worden. Auch die
Entdeckung der spiter als MSRV bezeichneten Partikel baut, neben der Detektion einer Re-
verse — Transkriptase Aktivitét in Zellkulturen, hauptsichlich auf dieser Methode auf (Perron
et al., 1989, 1991, 1992). Dabei muss jedoch beriicksichtigt werden, dass die Elektronenmik-
roskopie auch anfillig fiir eine Reihe von Artefakten ist. Die Wahrscheinlichkeit seltene Par-
tikel zu beobachten ist proportional zu der, bei der Betrachtung der Proben investierten Zeit
und eine Aussage iiber die spezifische Expression der Virione bei Patienten nur zuléssig,
wenn die Proben sowohl von Patienten als auch Kontrollen mit der gleichen Aufmerksam-
keit untersucht wurden. Des Weiteren konnen verschiedene zelluldire Komponenten, wie zum
Beispiel Membranvorstiilpungen von 100 nm Durchmesser, als retrovirale Partikel verkannt
werden, wenn sie im Querschnitt getroffen wurden. Auf der anderen Seite kann eine latente
Infektion bei der es nicht zur Partikelproduktion kommt, mit dieser Methode nicht erkannt
werden. Elektronenmikroskopische Aufnahmen von retroviralen Partikeln, welche mit, ge-
gen das mutmaBliche Virus gerichteten, goldmarkierten Gag bzw. Env — Antikdrpern mar-
kierte wurden, sind ein bedeutender Schritt um die Existenz und Identitit eines neuen Virus
zu bestitigen. Im Falle von MSRYV liegen bislang keine Studien vor, bei denen versucht
wurde die retroviralen Partikel auf elektronenmikroskopischen Aufnahmen mit, gegen die
mutmalBlichen MSRYV Proteine gerichteten, Antikorpern zu markieren. Es wurde also bisher
nicht gezeigt, dass die beschriebenen MSRV — Partikel auch tatséchlich von den assoziierten

MSRYV — Sequenzen kodiert werden.

7.3.3.2 Reverse — Transkriptase Aktivitit im Zellkulturiiberstand von Patien-

ten mit MS

Ein weiteres Argument dafiir, dass es sich bei den beobachteten Partikeln tatsdchlich um
Retroviren handelt, war, dass in, mittels Saccharose — Dichtegradient bzw. Ultrazentrifugati-
on aufgereinigten, Viruspriparationen eine Reverse Transkriptase — Aktivitit nachgewiesen
werden konnte (Perron et al., 1989, 1991, 1992). Die angewandten Methoden der Virusan-
reicherung sollen theoretisch eine Kontamination mit RNA, DNA und anderem zelluldrem
Material verhindern. Es ist jedoch nicht klar ob diese Annahme korrekt ist, da zu dem Mate-
rial, welches im Dichtegradienten in der Fraktion von 1,16 bis 1,18 g/ml wandert, auch Poly-
ribosomen, mikrosomale Vesikel und andere zellulire Komponenten gehoren (Voisset et al.,

2008).
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Da es mehrere mogliche intrazelluldre Quellen einer Reverse — Transkriptase — Aktivitdt, wie
zum Beispiel non — LTR Retrotransposons, Telomerasen und eben auch HERV’s gibt, ist der
Nachweis einer RT — Aktivtdt in derartig untersuchten Proben formal gesehen nicht fiir das
Vorhandensein eines Retrovirus beweisend. Umgekehrt kann von der Abwesenheit einer
solchen RT — Aktivitét nicht auf die Abwesenheit von Retroviren in den Proben geschlossen

werden, da diese in einer latenten, proviralen Form vorliegen konnen.

7.3.3.3 Ubertragung eines mutmaBllichen infektiosen Agens durch Kokultur

zweier leptomeningealer Zellinien

Die erfolgreiche Virusproduktion in einer Zellkultur kann ein Indiz dafiir sein, dass man es
tatsdchlich mit einem infektiosen, sich replizierenden Agens zu tun hat, wobei die Moglich-
keit der Kontamination humaner Zellkulturen mit Retroviren tierischer Herkunft berticksich-
tigt werden muss. Bisher wurde lediglich die Ubertragung einer MSRV — Partikelproduktion
von einer leptomeningealen Zellinie (LM7) auf eine weitere Zellinie gleicher Herkunft
(LM11) durch Kokultur beschrieben (Perron et al., 1992). Zum damaligen Zeitpunkt waren
allerdings noch keine mutmaBlichen MSRV — Sequenzen kloniert und die Infektion konnte
somit nicht mittels PCR bestitigt werden. Diese Bestitigung einer Infektion durch eine, fiir
das virale Genom spezifische PCR wire bei der Ubertragung der Partikel auf eine Zellinie
die normalerweise HERV-W negativ ist, ein sicheres Indiz fiir die infektiose Natur von
MSRV. Die Ubertragung der Partikelproduktion auf eine Zellinie identischer Herkunft durch
Kokultur, wie von Perron beschrieben, lieBe sich z.B. auch durch die Aktivierung einer Par-

tikelproduktion z.B. durch Ubertragung von Zytokinen erkliren.

7.3.3.4 Amplifikation mutmafllich partikelassoziierter RNA mittels RT-PCR

und degenerierten Primern

Eine Schwierigkeit beim Nachweis neuer retroviraler Sequenzen mittels der RT-PCR ist es,
eine Amplifikation von HERV Transkripten auszuschlieBen. Dies gilt insbesondere bei der
Verwendung degenerierter Primer, d.h. von Primern die konservierten Abschnitte im Genom
unterschiedlicher Viren erfassenden. Eben solche Primer kamen auch bei der Amplifikation
der mutmaBlichen MSRV-pol Sequenz AF009668 durch Perron et al zum Einsatz (siche
Kap. 6.2.3, Perron et al., 1997). Eine Strategie um die Wahrscheinlichkeit zu erhéhen, mit-
tels degenerierter Primer die Transkripte exogener Viren zu amplifizieren, ist es eine PCR

auf, mittels Dichtegradient, aufgereinigte Virione durchzufiihren. So soll die in Virusparti-
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keln enthaltene RNA pyhsikalisch von geldster RNA, welche auch Transkripte von HERV’s
enthélt, getrennt werden. Die auch von Perron et al. angewandte Behandlung der Virusprépa-
ration mit Nukleasen soll freie RNA und DNA zerstéren, wobei die in Viruskapsiden enthal-
tene RNA geschiitzt ist (Perron et al. 1997 / Komurian-Pradel et al. 1999). Wie bereits erldu-
tert (siche Kap 7.3.3.2) ist allerdings unklar, ob diese Annahme zutreffend ist, da sich zellu-
lare Komponenten in der isolierten Dichtefraktion wieder finden kdnnen, welche méglicher-
weise zelluldre Nukleinsduren inklusive HERV Transkripten vor dem Nukleaseverdau be-
wahren konnten. Somit ist auch bei diesem Versuchsaufbau nicht sicher gewihrleistet, dass
keine Transkripte endogener HERV’s amplifziert werden, insofern sie von den verwandten

Primern erfasst werden.

7.3.4 Fazit

Zusammenfassend lédsst sich festhalten, dass die bisher MSRV zugeschriebenen Sequenzen
hochstwahrscheinlich HERV-W Transkripte bzw. ex-vivo entstandene Rekombininationen
von Transkripten endogener HERV-W Proviren darstellen. Diese Theorie wird von den von
uns und auch einer anderen Arbeitsgruppe (Flockerzi et al., 2007) gemachten Beobachtungen
zur Héufigkeit von in-vitro Rekombinationen bei Anwendung des RT-PCR Verfahrens un-
terstiitzt. Es konnte gezeigt werden, dass mindestens sieben HERV-W Provien in PBMC’s
transkriptionsaktiv sind, wovon eines, der HERV-W Locus auf Chromosom Xq22.3, fiir
maBgebliche Teile der MSRV-env Sequenzen verantwortlich ist.

Die bisherigen zu MSRV gemachten Studien sind kdhérent zu der Hypothese, dass die mut-
maBlichen MSRV Sequenzen nicht von einem exogenes Retrovirus stammen. Bislang liegt
keine Studie vor, in welcher, mit Antikorpern, die mittels der mutmaBlichen MSRV — Se-
quenzen generierten wurden, in einem  Westernblot oder iiber Immuno-
Elektronenmikroskopie gezeigt wurde, dass die MSRV Partikel tatsdchlich von den mit ih-
nen in Verbindung gebrachten Sequenzen kodiert sind. Auflerdem wurde kein zusammen-
hidngendes, ein infektioses Retrovirus kodierendes, Genom von MSRYV kloniert und seine
Infektiositét in-vitro nachgewiesen. All diese Faktoren sprechen dagegen, dass es sich bei
der als MSRV beschriebenen Entitdt um ein replikationskompetentes, exogenes Retrovirus

handelt.
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7.3.5 Eine analoge Situation — ,,melanoma associated endogenous
retrovirus

Eine mit MSRV / HERV-W vergleichbare Situation liegt hochstwahrscheinlich bei dem als
»melanoma associated endogenous retrovirus® (MERV) bezeichneten Retrovirus vor. In den
Uberstinden von humanen Melanom — Zellkulturen wurde das Vorhandensein einer Reverse
Transkriptase Aktivitdt beschrieben und elektronenmikroskopische Aufnahmen von retrovi-
rusartigen Partikeln in den Uberstiinden dieser Zellkulturen angefertig (Muster et al., 2003).
Eine Untersuchung mutmaBlich partikelassoziierter RNA mittels RT-PCR brachte Sequen-
zen mit hoher Homologie (> 93 %) zu HERV-K 108 und 113 hervor, die durch das Vorhan-
densein eines neuen, mit HERV-K verwandten, endogenen Retrovirus (MERV) erklart wur-
den (Muster et al., 2003). In einer Folgestudie konnte allerdings gezeigt werden, dass die,
aus Partikeln verschiedener Melanomzellinien isolierten Sequenzen heterolog sind und sogar
die Sequenzen aus Partikeln ein und derselben Zellinie variierten (Hirschl et al., 2007). In
Analogie zu der Situation bei MSRV konnte es sich auch bei den von Muster et al. charakte-
risierten MERV Sequenzen um in-vitro Rekombinationen von HERV-K Transkripten han-
deln, welche bei der Amplifikation endogener, partikelassoziierter HERV-K mRNA entstan-

den sind.

7.4 Konsequenzen fir die mogliche Rolle von

MSRY / HERV-W bei der Pathogenese der MS

Auch wenn nicht linger davon auszugehen ist, dass es sich bei MSRV um ein infektidses,
sich replizierendes Retrovirus handelt, so sind doch fir HERV-W Proteine bereits funktio-
nelle Effekte beschrieben welche im Zusammenhang mit der MS stehen konnten (Siehe Kap.

2.3.4).

7.4.1 Mogliche Translation von HERV-W-env Xq22.3 Trans-
skripten

Perron et al. wiesen fiir ein, mittels der MSRV Sequenz AF331500 hergestelltes, Env Protein
in-vitro die Fahigkeit zur polyklonalen Aktivierung humaner T-Zellen mit V16 T-Zell-
Rezeptor im Sinne einer superantigenen Immunantwort nach (Perron et al., 2001). In einer

weiteren Arbeit gelang es zu zeigen, dass die Surface Doméne von, mittels der Sequenz
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AF331500 hergestelltem, MSRV-Env Protein Monozyten zur Produktion proinflammatori-
scher Zytokinen anregt (Rolland et al., 2006). AuBerdem konnte mit dem rekombinanten Env
Protein die Reifung von dendritischen Zellen ausgeldst und so die Differenzierung von nai-
ven T-Zellen zu Th-1 Zellen unterstiitzt werden.

Vor diesem Hintergrund ist von groBler Bedeutung, dass es sich nach den hier dargestellten
Ergebnissen bei der Sequenz AF331500 um eine Rekombination zweier endogener HERV-
W Loci handelt, wobei die ersten 1341 Nukleotide mit nur vier Ausnahmen von einem
HERV-W Locus auf Chromosom Xq22.3 stammen. Unter den in dieser Arbeit als transkrip-
tionsaktiv identifizierten HERV-W Loci besitzt ausgerechnet dieses Provirus, abgesehen von
dem bereits bekannten Syncytin-1 — Gen auf Chromosom 7q21.2 (Blond et al., 2000), einen
grofleren offenen Leserahmen fiir ein 475 Aminoséduren groBes HERV-W Envelope Protein
(Siehe Kap. 6.3). Die Sequenz AF331500 weist gegeniiber dem HERV-W Locus auf Chro-
mosom Xg22.3 an Position 116 ein, unter Umstdnden von einer Rekombination mit dem
Syncytin-1 Locus herriihrendes, Guanin auf. Dadurch ist das im Xq22.3 Locus an dieser
Stelle vorhandene Stop — Codon zu dem fiir Tryptophan kodierenden Basentriplet verdndert.
Vergleicht man die von AF331500 und dem ORF auf Chromosom Xq22.3 kodierten Protei-
ne miteinander, so stellt sich heraus, dass beide in der funktionell relevanten Surface — Do-
méne identisch sind (siehe Abb. 15, Kap. 6.3). Das von HERV-W Xq22.3 kodierte Env Pro-
tein wire gegeniiber dem von AF331500 kodierten Envelope Protein N-terminal um 67 A-
minoséduren verkiirzt und beséfe somit kein Signalpeptid. Auch in der Transmembran — Do-
mine des Xq22.3 Env Proteins finden sich gegeniiber dem, 2001 von Perron et al. verwand-
ten, MSRV-Env 19 abweichende Aminosduren, da die Sequenz AF331500 in diesem Be-
reich auf das HERV-W Provirus auf Chromosom 5p12 zuriickgeht. Zusammenfassend 1463t
sich festhalten, dass ein transkriptionsaktives HERV-W Provirus auf Chromosom Xq22.3
einen offenen Leserahmen aufweist, welcher fiir ein Envelope Protein kodieren konnte, das

im Bereich der Surface Doméne komplett mit MSRV-Env iibereinstimmt (siche Abb. 20).

7.4.2 HERV-W-env Xq22.3 Transkripte erfiillen die Vorrausset-
zungen fiir eine Translation

Vor dem beschriebenen Hintergrund haben wir die Orientierung der mRNA Transkripte von
Chromosom Xq22.3 iiberpriift, um zu eruieren, ob diese unter geeigneten Bedingungen als
Matrize zur Synthese des entsprechenden Envelope Proteins dienen konnen. Dies scheint in

der Tat der Fall zu sein (Kap. 6.3). Die HERV-W Xq22.3 Transkripte besitzen als mogliche
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alternative Translationsstartpunkte mehrere fiir Methionin kodierende Basentriplets
»downstream* des Stop — Codons, welches diesen ORF im Vergleich zur MSRV Sequenz
AF331500 verkiirzt (Siehe Abb. 15 Kap. 6.3). Eine Expression verkiirzter HERV Envelope
Proteine, ausgehend von internen Translationsstartpunkten ist z.B. fiir Syncytin-1 bereits
beschrieben worden (de Parseval et al., 2003). Gegenwirtig wird von der Arbeitsgruppe
Ruprecht tiberpriift, ob sich von dem HERV-W Xq22.3 Locus in-vitro Proteine produzieren

lassen.

7.4.3 Immunhistochemische Hinweise auf eine Expression von
HERV-W Xq22.3 env und HERV-W 3q26.32 gag

Mit der Erkenntnis, dass es sich bei MSRV um die Transkripte endogener HERV-W Kopien
handelt, stellte sich die Frage, ob es bereits Daten zur Proteinexpression dieser, an den
MSRYV — Sequenzen beteiligten, HERV-W Proviren mit offenen Leserahmen gibt. Antony et
al. untersuchten die Expression des von HERV-W 7q21.2 kodierten Syncytin-1 Proteins in
Gehirnen von Patienten mit MS und Kontrollen, welche an anderen, nicht demyeliniesieren-
den, neurologischen Erkrankungen litten (Antony et al., 2004). In den, mittels des monoklo-
nalen Antikorpers 6A2B2 durchgefiihrten, immunhistochemischen Farbung zeigte sich eine
starke Expression des Proteins in den akuten demyelinisierenden Lisionen der Patienten mit
MS, nicht jedoch in den Gehirnen der Kontrollen. In den, als Mediatoren einer Inflammation
bedeutenden, Astrozyten und der Mikroglia innerhalb der MS — Herde fand man eine selek-
tiv verstirkte Expression des Proteins. Der, im Rahmen dieser Studie, verwandte monoklo-
nale Antikérper wurde vormals von Blond et al. generiert (Blond et al., 2000). Aus dieser
Arbeit wiederum geht hervor, dass der monoklonale Antikorper 6A2B2 mittels der MSRV —
Sequenz AF127228 hergestellt wurde. Diese geht nach unseren Erkenntnissen jedoch ein-
deutig auf das HERV-W Provirus von Chromosom Xq22.3 und nicht auf den Syncytin-1 —
Locus zuriick. In einem durchgefiihrten Westernblot erkannte der Antikérper 6A2B2 in-vitro
mittels der Sequenz AF331500 hergestelltes MSRV-Env Protein, nicht jedoch rekombinan-
tes Syncytin-1 Env (Ruprecht et al., unveroffentlichte Daten, Manuskript in Vorbereitung).
Zusammengefasst konnte dies bedeuten, dass von Antony et al. nicht die selektive Expressi-
on von Syncytin, sondern die von HERV-W Xq22.3 Envelope Protein in MS Lésionen nach-
gewiesen worden ist. Auch Mameli et al. fanden bei immunhistochemischen Untersuchun-
gen mit dem Antikorper 6A2B2 eine verstirkte Expresion von HERV-W-Env in den aktiven

Léasionen in Gehirnen von Patienten mit MS (Mameli et al., 2007). Unter diesem Aspekt ist
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es umso interessanter, dass es sich hierbei um jenes Protein handelt, fiir welches bereits
proinflammatorische Eigenschaften beschrieben worden sind (siche Kap. 7.4.1, Perron et al.,
2001 / Rolland et al., 2006).

Auch die von Perron et al. bei der Untersuchung zur Expresion von HERV W Gag und Env
Proteinen verwandten Antikorper sind mit MSRV Proteinen generiert worden (Perron et al.,
2005). Zur Herstellung der Anti — Env Antikdrper war die, von HERV-W Xq22.3 und 5p12
stammende, Sequenz AF331500 verwandt worden. Die Sequenz AF127221, d.h. HERV-W
3q26.32, diente der Herstellung von Anti — Gag Antikdrpern. Riickwirkend, unter Beriick-
sichtigung unserer Erkenntnisse zu MSRV betrachtet, wurde in dieser Studie unter Umstén-
den die ausgeprigte Expression von HERV-W Xq22.3 Envelope Protein in Lymphozyten,
Monozyten und Makrophagen innerhalb der MS — Lisionen nachgewiesen. Die Axone in-
nerhalb der demyelininisierenden Lésionen der Patienten mit MS lieen sich, mit den gegen
die HERV-W 3q26.32 gag Sequenz gerichteten Antikorpern intensiv anfarben. In den Neu-
ronen der Gehirne von Kontrollpersonen wurde ebenfalls eine Anfarbung mit diesem Anti-

korper, im Sinne einer physiologischen Expression, beobachtet (Perron et al., 2005).

7.4.4 Ausbleiben einer Imnmunantwort gegen MSRV / HERV-W

Vor dem Hintergrund der beschriebenen, verdnderten Expression von HERV-W Proteinen
im Rahmen der Multiplen Skerose stellt sich die Frage, ob es im Verlauf der Erkrankung
eventuell auch zu einer Immunantwort gegen diese endogenen Proteine kommt. Eine zu die-
sem Thema von Ruprecht et al. durchgefiihrte Studie fand keine Hinweise fiir das Auftreten
einer Immunantwort gegen die, von MSRV Sequenzen kodierten, HERV-W Proteine sowie
Syncytin-1. Nur einer von 50 Patienten mit MS und keine der 59 Kontrollpersonen wies An-
tikorper gegen Syncytin-1 auf. Antikorper gegen MSRV-Gag bzw. Env, also gegen die von
HERV-W Xq22.3 sowie 3q26.32 kodierten Proteine konnten weder bei Patienten noch bei
Kontrollen nachgewiesen werden. Auch die Suche nach zytotoxischen T — Zellen, welche fiir
HERV-W Gag 3q26.32 bzw. das als MSRV — Pol bezeichnete, rekombinante HERV-W Pro-
tein spezifischen sind, blieb ergebnislos (Ruprecht et al., 2008). Dies bedeutet, dass es offen-
sichtlich im Rahmen der MS nicht zu einer mef3baren zelluldren oder humoralen Immunant-
wort gegen HERV-W Proteine kommt. Diese konnte in einer Immuntoleranz gegeniiber,

auch unter physiologischen Bedingungen exprimierten, HERV-W Proteinen begriindet sein.
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7.5 Screening auf Mutation im Stop-Codons in

HERV-W-env Xq22 Transkripten

Die dargestellten Uberlegungen fiihrten zu der Hypothese, dass es eventuell Patienten mit
MS geben konnte, welche eine Mutation im Stop Codon des HERV-W-env Locus auf Chro-
mosom Xq22.3 aufweisen. Wire dies der Fall, so bestiinde die Moglichkeit, dass es Personen
gibt, bei denen dieses HERV-W Provirus ein Env-Protein mit intaktem Signalpeptid expri-
miert. Dieses wire in seiner Struktur quasi identisch zu dem rekombinanten, auf der MSRV
Sequenz AF331500 basierenden, Envelope Protein, welches fiir die bisherigen Studien zu
immunologischen Eigenschaften und Expression des Proteins verwandt worden ist (Perron et
al., 2001 und 2005 / Antony et al., 2004 / Rolland et al., 2006 / Mameli et al., 2007). Daher
untersuchten wir das Genom von 10 Patienten und 10 Kontrollen hinsichtlich einer Mutation
im HERV-W-env Gen auf Chromosom Xq22. Wie in Kapitel 6.4 beschrieben, fand sich bei
einem Patienten ein cDNA Klon (MS-4-K2), welcher ein mutiertes Stop Codon aufwies. Die
beobachtete Mutation ist allerdings nicht identisch mit der, in der Sequenz AF331500 enthal-
tenen Mutation. Der Versuch weitere Klone von der genomischen DNA dieses Patienten
herzustellen, welche ebenfalls die neue Mutation aufweisen, scheiterte. Es stellt sich daher

die Frage nach der Herkunft der beobachteten Sequenz.

7.5.1 Herkunft der Mutation im Stop-Codon des von genomischer
DNA stammenden HERV-W-env Xq22.3 Klons MS-4-K2

Prinzipiell gibt es vier Moglichkeiten fiir den Ursprung der bei MS-4-K2 beobachteten Mu-
tation (siche Kap. 6.4). Zum einen konnte es sich um einen Fehler der Reversen
Transkriptase handeln, zum anderen konnte sie durch einen Fehler der Taq Polymerase an
genau dieser Stelle bei der Amplifikation der Sequenz entstanden sein. Auch ein Auftreten
einer in-vivo Mutation bei der Teilung der Bakterien der Kolonie wire denkbar. Als letzte
Moglichkeit kdme das tatsdchliche Vorkommen dieser Mutation im Genom des Patienten
MS-4 in Frage. Dabei konnte es sich entweder um eine Mutation im HERV-W Gen auf
Chromosom Xq22 handeln, oder aber auch um eine hypothetische neue Integration eines
HERV-W Provirus in das Genom des Patienten. Um die Herkunft der Mutation genauer zu
untersuchen wurde eine erneute PCR auf die DNA der Probe durchgefiihrt, bei welcher die

Primer so gewihlt wurden, dass ausschlieflich ein auf dem Xq22.3 Chromosom liegendes
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env — Gen amplifiziert wiirde, da einer der Primer auBerhalb des proviralen Genoms lag
(Xq22genfwd und Xq22genrev). Es wurden neun Klone hergestellt und sequenziert, um sie
hinsichtlich des Vorhandenseins der Mutation zu untersuchen. Dabei stellte sich heraus, dass
der HERV-W-env Xq22.3 Locus dieses Patienten die Mutation definitiv nicht aufweist. Soll
angenommen werden dass die Mutation tatsichlich im Genom des Patienten vorkommt und
nicht auf einem in-vitro Fehler beruht, so miissten mehrere Bedingungen erfiillt sein. Vor-
aussetzung wire, dass eine Integration der entsprechenden Sequenz an anderer Stelle des
Genoms stattgefunden hat. Bei dem Ubertrag von 0,3ul des PCR Produktes der ersten Stufe
der Nested PCR ist eine sehr geringe Menge von genomischer DNA des Patienten mit in die
zweite PCR Reaktion tibertragen worden. Die fiir die zweite Stufe der Nested PCR verwand-
ten Primer konnten jetzt die an anderer Stelle im Genom integrierte env Sequenz amplifiziert
haben und diese anschlieBend kloniert worden sein. Diese Mdglichkeit ist zwar hdchst un-
wahrscheinlich, jedoch nicht prinzipiell auszuschlieBen. Gébe es jedoch diese neue Integrati-
onsstelle, so sollte sie sich im Genom des Patienten MS-4 mit geeigneten Methoden nach-

weilsen lassen.

7.5.2 Identifikation eines neuen single nucleotide polymorphism
(=SNP) im HERV-W-env Xq22.3 Locus

Bei der Suche nach der beschriebenen Punktmutation im Stopcodon des HERV-W-env Lo-
cus auf Chromosom Xq22 (siehe Kap. 6.4) fiel in den, fiir die Analyse der Sequenzen erstell-
ten, Alignments bei einigen Proben ein SNP an Position 157 auf. Die Mutation war bei 5 von
10 Kontrollen und nur einem von 10 Patienten vorhanden, was bei der geringen Stichpro-
bengroBe allerdings knapp nicht signifikant ist. Dennoch lésst sich {iber eine Assoziation des
SNP mit dem Status als ,,nicht an MS erkrankter* Person spekulieren. Eine Kldrung der Be-
deutung dieses SNP wird sich letztlich nur an einem groBeren Patienten- und

Kontrollkollektiv ermitteln lassen.

7.6 Resiimee

Unsere Ergebnisse zeigen, dass es sich bei MSRV entgegen bisheriger Vermutungen nicht
um ein neues replikationskompetentes, exogenes Retrovirus handelt. Die als MSRV be-
zeichneten Sequenzen stammen von HERV-W Proviren im humanen Genom ab. Einige der

an MSRV beteiligten HERV-W Loci stellen nach unseren Erkenntnissen in humanen
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PBMC’s Transkripte her, obwohl es sich um prozessierte Pseudogene ohne viralen Promotor
handelt. Von einem Provirus auf Chromosom Xq22.3 stammende Transkripte kdnnten ein
Envelope Protein kodieren, welches in der Surface Doméne mit rekombinantem MSRV-Env
identisch wire. In der Literatur sind bereits Hinweise fiir eine proinflammatorische Wirkung
dieses Proteins beschrieben. Von anderen Arbeitsgruppen durchgefiihrte immunhistochemi-
sche Studien iiber das Vorkommen dieses, bislang MSRV zugeordneten, Proteins in MS —
Liasionen konnten auf eine mogliche Rolle dieses Proteins bei der MS hinweisen. Die Rele-
vanz des identifizierten, neuen SNP im HERV-W Xq22 Locus als moglichem Marker fiir das

MS — Risiko lieBe sich im Rahmen einer Studie mit groBerer Fallzahl eruieren.
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