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1. Einleitung

Die Veroffentlichung der ersten nahezu vollstandigen menschlichen Genomsequenz im Jahr 2001
war der geschichtstrachtige Meilenstein einer internationalen Wissenschaftskooperation und
setzte zugleich den Grundstein fir neue Forschungsbereiche der Humangenetik (1, 2). Die
Auffassung des menschlichen Erbguts als Aneinanderreihung Protein-kodierender Genabschnitte
und sogenannter ,,junk DNA* (engl. fur Schrott) (3-5) wich einem Versténdnis fur das Ausmaf
an zwischenmenschlicher Nukleotidvielfalt und der Erkenntnis, dass sich fast die Halfte unseres
Genoms von transponierbaren Elementen (TES) ableitet und der Anteil an Protein-kodierenden
Regionen nur 1,5 % betragt (6). TEs sind mobile DNA-Stlicke, die sich von einer Stelle im Genom
zu einer anderen Stelle bewegen konnen und deshalb umgangssprachlich auch als ,,springende
Gene“ bezeichnet werden (7). Hierbei unterscheidet man eukaryotische TEs grundlegend in
Retrotransposons und DNA-Transposons (8). Die Replikation der Retrotransposons erfolgt tiber
ein RNA-Intermediat, welches mittels reverser Transkription in DNA wieder umgeschrieben und
andernorts ins Genom integriert wird. Neben der neuen DNA-Kopie bleibt das urspriingliche
Element intakt, weshalb man diese Akkumulation von Elementen auch als ,,copy and paste* (engl.
fur Kopieren und Einfligen)-Mechanismus bezeichnen kann. Im Gegensatz dazu werden die
meisten DNA-Transposons iiber einen ,,cut and paste“ (engl. fiir Ausschneiden und Einfiigen)-
Mechanismus von einem Ort im Genom zu einem anderen Ort mobilisiert (9). Bei DNA-
Transposons wird dieser Prozess durch die Transposase (TPase) vermittelt. Bei der ,,cut and
paste“-Mobilisation stellt die TPase das zentrale und zumeist einzig kodierte Gen dar, welches
im 5°- und 3°-Bereich von sogenannten terminal inverted repeats (TIRs) flankiert wird. Anhand
der TPase werden diese TIR-tragenden Elemente verschiedenen Superfamilien zugeordnet:
Tcl/Mariner, hAT, Mutator, Merlin, Transib, P, PiggyBac, PIF/Harbinger und CACTA, wobei
sich die beiden Letzten durch einen weiteren offenen Leserahmen (ORF) auszeichnen (10, 11).
Helitrons und Polinton/Maverick gehdren zu einer zweiten Subklasse innerhalb der DNA-
Transposons, welche andere Mobilisationsmechanismen verwenden (s. Abb. 1). Nachfolgend soll
auf die Subklassen innerhalb der Retrotransposons und deren Bedeutung weiter eingegangen

werden.

1.1. Ursprung, Aufbau und Nomenklatur humaner endogener Retroviren (HERVS)

Innerhalb der Retrotransposons gibt es Sequenzen, die von langen repetitiven Elementen am 5°-
und 3°-Ende, sogenannten long terminal repeats (LTRs), begrenzt sind. Die allermeisten
Retrotransposons zéhlen jedoch zur non-LTR Klasse und beanspruchen in etwa ein Drittel des
Genoms (12). Zu den wichtigsten Vertretern der non-LTR Klasse zahlen long interspersed
nuclear elements (LINES), short interspersed nuclear elements (SINEs), Alu-Elemente, SVAs
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(SINE-R, Variable-Number-of-Tandem-Repeats und Alu-&hnliche Elemente), sowie die Gruppe
der retrotransposable elements (RTEs) (13). LTR-tragende Elemente machen in etwa 8 % des
Genoms aus und werden auch als endogene Retroviren (ERV) bezeichnet. In Abbildung 1 ist die
Gruppe der ERV innerhalb der TE, sowie deren Unterteilung in Klassen unter Angabe wichtiger
ERV-Familien dargestelit.

Transponierbare Elemente (TE)
I 1

Retrotransposon DNA-Transposon
Intermediat: RNA DNA
Replikationsmechanismus: copy and paste cut and paste
O0000000N0OEIC000000000HN000M0OENNOC00HNNOE=I0000H0000000
Transkription Ausschneiden

1x )0000?0000( )0000|:\I000k3
Reverse Transkription und Insertion Insertion
QUOOEER00000C00OTERRIONN0000000MOM000CEIN0ANO00000A00ONOEETI0N0

2x

Q000300000000 E==00000O00OE==I000000000E==2X00000000G000000000000AA00O 00000000000

LTR (=ERV) non-LTR Klasse | (TIR) Klasse ll
» Gamma- & Epsilon-Retroviren » LINE » Tc1/Mariner » Helitron
GE-verwandte Retroviren: » SINE » PIF/Harbinger » Polinton/Maverick
HERV-E, HERV-F, HERV-FRD, HERV-H, HERV-, » Alu » hAT
HERV-R (ERV3), HERV-T, HERV-W, ERV9 » SVA » Mutator
» RTE » Merlin
» Alpha-, Beta-, Delta-Retroviren & Lentiviren g 4 :
: » Transib
AB-verwandte Retroviren: > P
HERV-K (HML-1 bis -10) > PiggyBac
» CACTA

» Spumaviren
S-verwandte Retroviren:
HERV-L, HERV-S

Abbildung 1. Transponierbare Elemente (TE) des menschlichen Genoms. Die Unterschiede in der
Replikation und Mobilisierung von DNA- und Retrotransposons ist schematisch dargestellt. Die
wichtigsten Subfamilien der DNA- und Retrotransposons sind hier aufgefiihrt und im Text ausfihrlicher
beschrieben. Endogene Retroviren (ERV) sind Retrotransposons, die Bereiche sogenannter long terminal
repeats (LTRs) enthalten. Anhand ihrer Abstammung von exogenen Retroviren kénnen humane ERV
(HERV) aufgeteilt werden. Wichtige HERV-Familien sind den jeweiligen Gruppen zugeordnet. TIR:

terminal inverted region.

Der Ursprung dieser grolen Anzahl retroviraler Elemente im Genom geht auf einstige
Infektionsereignisse der Keimbahn mit exogenen Retroviren und der Integration der daraus
resultierenden Proviren zuriick, die seither vertikal als Wirtsallel an die nachste Generation
weitergegeben werden (14). Phylogenetisch gehéren ERV daher zur Familie der Retroviridae und
lassen sich grundlegend in die sieben Genera a-, -, v-, 6- und e-Retroviren, sowie Lenti- und
Spumaviren einteilen. Bei humanen ERV (HERV) gruppiert man diese Genera in drei Klassen,
wobei diese Unterteilung auf Sequenzhomologien ihrer Protein-kodierenden Regionen beruht.
Die provirale Sequenz der HERV entspricht dem Aufbau ihrer exogenen Verwandten. Die

Integration und der Aufbau sind in Abbildung 2 schematisch dargestelt.
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A) Vertikale Ubertragung (ERV) Horizontale Ubertragung (Exogene Viren)

1
1
]
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& |.| | R |.| g
Infektion der Weitergabe durch | Somatische m Weitergabe durch
Keimbahn Vererbung : Infektion infektiose Viruspartikel
T e eeee s < R
B) Provirus
5‘'LTR PBS GAG POL ENV PPT 3‘LTR

Infektion \ virale RNA
Punktmutation SOOI T N T T T I TIIIO000
Insertion/Deletion  X0OC—II— A 10000
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!
1
1
1
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|
1
1
I

Transkription /] "~ ~" """ TTTXTTTTTGT T TToTToTToTToTToooooT

\ I o e essmssssss e ———-—-
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1 Insertion von LTRs oder viralen
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: Repressor fiir Wirtsgene
]
]

\1_. Translation

—» Funktion?
u.a. Zell-Zell-Fusion ,
bl

% Transkription

Zellplasma Zellkern

o ——

Protein [

Abbildung 2. Der Ursprung humaner endogener Retroviren (HERV), sowie deren physiologische
und pathophysiologische Bedeutung. Die Integration von HERVs in das Genom, die damit
einhergegangenen Veranderungen in der proviralen Sequenz, sowie mogliche Auswirkungen der HERV -
Expression sind schematisch zusammengefasst. A) Im Unterschied zur rein horizontalen Virustibertragung
in somatische Zellen waren diejenigen exogenen Retroviren, aus denen die HERVs entstanden sind, in der
Lage, Keimbahnzellen zu infizieren. Bei der Replikation wird retrovirale RNA in ein doppelstrdngiges
DNA (dsDNA)-Intermediat umgeschrieben und in das zelluldre Genom integriert. Als integraler
Bestandteil des Genoms werden HERV nach den Mendelschen Gesetzen an die néchste Generation
weitergegeben (vertikale Ubertragung). B) Die Endogenisierung und Fixierung hatte zur Folge, dass im
Lauf der Evolution Mutationen, Insertionen und Deletionen in der viralen Sequenz stattgefunden haben,
welche die Vollstandigkeit ihrer kodierenden Regionen der Gruppen-spezifischen Antigene (GAG), der
Polymerase (POL) und des Hullproteins (ENV) beeintrachtigen. Die Homologie der flankierenden LTR-
Sequenzen flhrte auch oftmals zu LTR-LTR-Rekombinationsereignissen in dessen Folge der gesamte
interne provirale Teil eliminiert wurde und sich sogenannte solo-LTRs im Genom akkumulierten. C) Die
Transkription proviraler mRNA unterliegt vielschichtigen, epigenetischen Kontrollmechanismen, weshalb
HERVs unter physiologischen Bedingungen kaum exprimiert werden. Ausgenommen davon ist die
Expression von HERV-ENVs in der Plazenta und wéhrend der Embryonalentwicklung, wo inshesondere
deren Eigenschaft zur Zell-Zell-Fusion eine wichtige Rolle zu spielen scheint. Im Kontext verschiedener
Tumor- und Autoimmunerkrankungen wird eine gesteigerte transkriptionelle Aktivitdt von HERVs
beobachtet. Eine De-Regulierung der Transkription durch die Insertion von LTRs und anderen proviralen
Sequenzen innerhalb bzw. in unmittelbarer N&he wvon Wirtsgenen mit proto-onkogenen oder

immunmodulierenden Eigenschaften kénnte die Entstehung pathogener Signalwege beglinstigen, sowie die
13



genomische Instabilitat im Allgemeinen férdern. Zudem kénnten virale Proteine, wie ENVSs, selbst einen
schadhaften Einfluss auf umliegende Zellen und Gewebe haben. U3: unigue 3, R: redundant, U5: unique
5% PBS: primer binding site, MA: matrix, CA: capsid, NC: nucleocapsid, PRO: protease, RT: reverse
transcriptase, INT: integrase, SP: signal peptide, SU: surface unit, TM: transmembrane uni, PPT:

polypurine tract.

Nach dem LTR am 5°-Ende befindet sich die Region der Gruppen-spezifischen Antigene (GAG),
welche die Strukturproteine des viralen Nukleus, wie Matrix- (MA), Kapsid- (CA) und
Nukleokapsid (NC)-Protein, enthdlt. In 3‘-Richtung weitergehend folgt der Bereich des
Polymerase-Komplexes (POL) innerhalb dessen die zur Replikation und Integration wichtigen
Enzyme Protease (PRO), Reverse Transkriptase (RT) und Integrase (INT) enthalten sind. Die
dritte Region kodiert fuir das virale Hllprotein (ENV), das sich aus dem Signalpeptid (SP), der
Oberflachen- (SU), sowie der Transmembraneinheit (TM) zusammensetzt. Zudem gibt es HERV,
die akzessorische Gene besitzen, wie REC oder NP9 bei -Retrovirus-verwandten HERVS (z. B.
HERV-K) oder TAS/BEL1 oder BET bei Spumavirus-verwandeten HERVs (z. B. HERV-L) (15).
Neben den kodierenden Regionen enthélt die provirale Sequenz die Primerbindungsstelle (PBS)
und den Polypurintrakt (PPT). Der PPT dient als Primer fur die Plus-Strang-Synthese der viralen
DNA. Die PBS dient als Bindestelle fur die zelluldre tRNA des Wirts, die die DNA-Synthese vom
Minus-Strang initiiert (16).

Auf die getragene Aminoséaure der ersten tRNA, unter Verwendung des Einbuchstabencodes,
bezieht sich auch die Nomenklatur der allermeisten ERV, sowie die damit einhergehende
Einteilung in Unterfamilien. Wird die Transkription eines ERV mit einer Lysin (K)-gekoppelten
tRNA initiiert, so wird die Bezeichnung ERV-K verwendet. Diese Nomenklatur wird haufig
kritisiert. Die Hauptgriinde dafuir sind, dass sie entfernt verwandte Proviren nur aufgrund
derselben tRNA-Nutzung innerhalb einer Unterfamilie vereint und sie die Klassifizierung fiir
Proviren mit unvollstandigen Informationen (ber diese Region unmdglich macht bzw. sie mit
einer erhéhten Fehlerrate einhergeht (17). Fir zusatzliche Verwirrung sorgen willkirlich
vergebene Labornamen oder Erweiterungen vieler ERV-Proviren (18). Zur eindeutigen
Identifizierung innerhalb der Unterfamilie wird eine Nummer vergeben, z. B. ERV-K5, wobei
diese fortlaufend ist, um das Nomenklatur-System maglichst einfach erweitern zu kénnen (19).
Die Nummerierung enthélt hierbei keine Information (ber die Position des ERVs im Genom,
noch folgt sie einer chronologischen Ordnung ihrer zeitlichen Erst-Veroffentlichung und dient
lediglich der eindeutigen Benennung des ERVS, die so kurz wie mdglich gehalten sein soll. Trotz
der genannten Kritikpunkte, wird diese Nomenklatur von der Forschungsgemeinschaft derzeit
weitestgehend akzeptiert. Aufgrund dessen wurde dieses System in der vorliegenden Arbeit,
sowie den inbegriffenen Veroffentlichungen verwendet. Es gibt Bestrebungen ein einheitlicheres
Nomenklatur-System zu etablieren, welches auch Spezies-bergreifende
Verwandtschaftsverhaltnisse der ERV eindeutiger erkennbar machen soll (20), so dass die hier
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verwendete Bezeichnung der HERVs von denen in zukUnftigen Arbeiten abweichen kénnte. Zur
Minimierung potentieller Unklarheiten und Missverstdndnisse wurde bei der erstmaligen
Nennung eines HERV die Position im Genom, sowie (wenn vorhanden) die Annotation in der

Datenbank des National Center for Biotechnology Information (NCBI) angegeben.

1.2. Mechanismen zur Stilllegung von HERVs

Wie in Abbildung 2B schematisch dargestellt ist, sind die allermeisten HERV-Proviren durch
Punktmutationen, Insertionen und Deletionen beeintréchtigt. Diese Unterbrechungen der ORFs
sind auf Inaktivierungs- und Silencing-Mechanismen (engl. fur Stilllegen) des Wirts, sowie auf
Rekombinationsereignisse wahrend der langen Persistenz im Primaten-Genom von bis zu 55
Millionen Jahren, zurtickzufiihren (21). Im menschlichen Genom sind alle bislang bekannten
HERVs von Mutationen in den Bereichen der RT und des ENV betroffen, welche zum Verlust der
Replikationsfahigkeit gefuhrt haben und somit keine Viruspartikel gebildet werden kénnen (22-
24). In der Konsequenz gelten HERVs als nicht infektids, obgleich deren ,,copy-and-paste*-
Anreicherung durch Transposition und Amplifikation, sowie die Weitergabe durch Vererbung zu

zahlreichen proviralen Kopien in der DNA aller Zellen fiihrte (25).

Die Kontrolle der Chromatinstruktur durch DNA- und Histonmodifizierungen stellt hierbei den
epigenetisch wichtigsten Mechanismus dar, welcher die Transkription der HERV bereits wéhrend
der Embryonalentwicklung streng reguliert und in adulten Geweben in der Regel géanzlich
inaktiviert (26, 27). DNA-Methylierungen unterdriicken die Transkription entweder durch direkte
Interferenz mit Sequenz-spezifischen Transkriptionsfaktoren oder indirekt tiber die Rekrutierung
von Proteinen mit Methyl-CpG-Bindedomanen, die zur Histon-Deacetylierung fiihren (28). In
embryonalen Stammzellen von Mausen (mESC) wurde gezeigt, dass in ERVs Tri-
Methylierungen von Histon H3 an Lysin 9 (H3K9me3) angereichert sind, welche durch die
Methyltransferase SETDB1 gesetzt werden (29). Die Rekrutierung von SETDB1 erfolgt durch
Kriippel-assoziierte  Box-Domaénen-Zinkfingerproteine  (KRAB-ZFPs), deren Sequenz-
spezifische Bindung uber ihre C-terminalen Doménen unter anderem an die PBS-Region der ERV
fahrt (30-33). Als Konsequenz wurde beobachtet, dass ERVs in mESCs und primordialen
Keimzellen (PGCs) starker transkribiert werden, in denen SETDB1 oder KRAB-assoziiertes
Protein 1 (KAP1) depletiert waren (34-36). Daruber hinaus ist denkbar, dass die ERV-
Transkription Uber kleine regulatorischne RNAs, z. B. microRNAs (miRNAs) oder Piwi-
interacting RNAs (piRNAs), unterdriickt wird. Bisher gibt es nur wenige Hinweise, wie
ausreichend hohe Sequenzhomologien, die eine Koinzidenz von miRNAs und HERVs vermuten
lassen (37, 38). Das Zusammenspiel von piRNAs und HERV ist weitestgehend ungekléart.
Funktionell kénnten die piRNAs bei der gezielten Markierung der HERV eine Rolle spielen, da

sie in der Lage sind ,,korpereigene® und ,,fremde* Gene, wie Transposons, zu unterscheiden. Dies
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wirde zum direkten Abbau oder zur Stilllegung der HERV Uber DNA-Methylierungen fihren
(39, 40). Zusammenfassend sind regulatorische RNAs nach heutigem Verstdndnis ein eher

zweitrangiger bzw. adaptiver Mechanismus zur Stilllegung von HERVS.

Neben epigenetischem Silencing stellen antivirale Verteidigungsmechanismen eine zentrale
Barriere fiir die Replikation von Viren, sowie deren Gene dar. Die allermeisten Erkenntnisse tiber
die zelluldre Abwehr von Retroviren sind den Forschungsanstrengungen zur Aufklarung der
Replikation des Humanen Immundefizienz Virus Typ 1 (HIV-1) zu verdanken. Zu den
wichtigsten Restriktionsfaktoren z&hlen Tetherin, Tripartite motif containing 5 (TRIM5), SAM
domain and HD domain-containing protein 1 (SAMHD1), das Moloney leukemia virus homolog
10 (MOV10)-Protein, sowie die Apolipoprotein B mRNA-editing enzyme catalytic polypeptide-
like 3 (APOBEC3)-Proteine. Fir eine ausflhrliche Beschreibung aller genannten
Restriktionsfaktoren sei auf eine Veroffentlichung von Zheng und Kollegen verwiesen (41).
Nachfolgend soll lediglich auf die beiden Letzteren néher eingegangen werden. APOBEC3-
Proteine sind evolutionar konservierte Cytidin-Desaminasen, die retrovirale einzelstrangige
cDNA erkennen, an sie binden und die enthaltenen Cytosine zu Uracilen deaminieren kénnen. In
Folge dessen kommt es zu Hypermutationen von G zu A der genomischen DNA oder zum Abbau
der viralen DNA (42). Hierbei ist von den sieben APOBEC3-Proteinen, das APOBEC3G am
besten charakterisiert. Studien weisen darauf hin, dass APOBEC3G Ulber einen weiteren
Deaminase-unabhangigen Mechanismus zur Hemmung der Aktivitat des HIV-1 verfligt, wobei
APOBEC3G durch Bindung an die virale RNA die Funktion der reversen Transkriptase sterisch
behindert (43, 44). Im Hinblick auf HERV sind zwei Mitglieder der Familie HERV-K
beschrieben, HERV-K23 (21g21.1, chr21: 19933916-19941962, Alias: HERV-K60) und HERV-
K4 (3g21.2, chr3: 125609302-125618416, Alias: HERV-KI), deren Hypermutationen auf die
Deaminierungs-Ereignisse durch APOBEC3G zuriickgefiihrt werden (45, 46). Des Weiteren
konnte dieselbe Studie zeigen, dass das Einbringen von artifiziellen HERV-K-Proviren, die
mittels eines rekonstruierten replikationskompetenten HERV-K-Vektors generiert wurden, durch
die Expression verschiedener APOBEC-Proteine (-3A, -3B, -3C, -3F und -3G) in vitro

unterbunden werden konnte.

MOV10 ist wie APOBEC3 ein Bestandteil zytoplasmatischer Proteinkomplexe zur RNA-
Prozessierung, den sogenannten P-bodies, welche den Transport viraler Proteine ermdglichen
kénnen. Hierbei kann es dazu kommen, dass zellulére Proteine mit in die Virionen verpackt
werden, wie es u.a. fir MOV10 in HIV-1-Virionen nachgewiesen werden konnte (47). In
MOV10-Uberexprimierenden Zellen konnte eine Hemmung der Virusproduktion und der
Infektiositat von HIV-1 (48, 49), sowie dem Maus-Mammatumorvirus (MMTYV) beobachtet
werden (50). Interessanterweise ist das B-Retrovirus MMTV eng mit proviralen Sequenzen
innerhalb der HERV-K-Familie, den humanen MMTV-&hnlichen Elementen (HML), verwandt.
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Inwiefern die Expression von MOV 10 einen Einfluss auf HERV-rekonstruierte Sequenzen oder

vice versa hat, ist bislang nicht untersucht.

1.3. Physiologische Bedeutung

Bemerkenswerterweise werden ERV nicht ausschlieBlich bekampft, sondern kdnnen auch Teil
der antiviralen Antwort sein. Fur virale ENV-Proteine von Mé&usen und Schafen konnte gezeigt
werden, dass die endogen exprimierten Genprodukte vor der Infektion mit ihren verwandten
exogenen Retroviren schiitzen (51, 52). Zwar wurde ein derartiger Mechanismus fir HERV oder
den Menschen im Allgemeinen noch nicht beschrieben, jedoch kdnnen HERV durch ihre virale
RNA, als auch ihre ENV-Proteine von Toll-like Rezeptoren (TLRs) erkannt werden und so die
Produktion pro-inflammatorischer Zytokine ausldsen (53-55), was einen essentiellen Bestandteil
der antiviralen Signalkaskade des angeborenen Immunsystems darstellt (56, 57). Zudem gibt es
Hinweise darauf, dass eine ausgeldste Immunantwort gegen HERV-K-Proteine in HIV-infizierten
Patient:innen die HIV-1-Replikation und -Expansion beeintrachtigen kann (58-62). Als mdgliche
Erklarung flr die Aktivierung von inshesondere Mitgliedern der HERV-K-Familie (63, 64) wird
auf die strukturelle Homologie zwischen den akzessorischen Proteinen des HIV-1 (Rev) und
HERV-K (Rec) verwiesen (65, 66). In Summe lassen die vielschichtigen Kontrollmechanismen
in Kombination mit der hohen Anzahl an retroviralen Elementen im Genom die Vermutung zu,
dass diese regelhafte Domestizierung der HERV sehr wahrscheinlich einen evolutionéren Vorteil
mit sich gebracht hat. Es ist denkbar, dass insbesondere LTR als Expression-verstarkende oder -
unterdriickende Regionen innerhalb oder der Néhe von Genen eine erleichterte bzw. schnellere
Regulierung von Signalwegen ermdglichen (67). Als retrovirale Kontrollelemente kénnen LTRs
tber Entfernungen von mehreren 100 bis 1000 Basenpaaren Einfluss auf benachbarte Gene
nehmen (68). Fiur das Interferon (IFN)-Transkriptionsnetzwerk konnte beispielsweise gezeigt
werden, dass HERV-Insertionen in hohem Mal3e zur Verstarkung IFN-induzierter Gene beitragen
und sie damit aktiv an der Regulierung und Entwicklung unseres Immunsystems beteiligt sind
(69).

Zudem sind ERV-Proteine, die funktionell bei der Ausbildung der Plazenta und im Verlauf der
Schwangerschaft eine bedeutende Rolle spielen, in nahezu allen hoheren S&ugetieren beschrieben
(70). Im Menschen werden diese sogenannten Synzytine von den ENV-Proteinen von HERV-W1
(Synzytin-1, NCBI-Genbank-Nr.: NM_001130925.2) und HERV-FRD1 (Synzytin-2, NCBI-
Genbank-Nr.: NM_207582.3) kodiert und fordern die Zell-Zell-Fusion von Zytotrophoblasten zur
Bildung des Synzytiotrophoblasten, welcher die maternal-fetale Schnittstelle der Plazenta
darstellt (71). Aktuelle Studien gehen davon aus, dass neben den zwei Haupt-Fusogenen HERV-
W1 und HERV-FRD1 mindestens sechs weitere ENV-kodierende HERVs (HERV-V1, HERV-

V2, HERV-H48-1, HERV-MER34-1, HERV3-1, HERV-K13-1) im Trophoblasten wahrend der
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gesamten  Schwangerschaftsdauer —exprimiert werden  (zusammengefasst in  (72)).
Interessanterweise verfiigen viele dieser ERV Uber eine immunsuppressive Doméne (ISD), die
beim Aufbau der mitterlichen Immuntoleranz gegentber dem Fo6tus eine Rolle spielen kénnte.
Die ISD beschreibt einen 17 Aminosauren-langen Bereich innerhalb der TM-Untereinheit des
ENV, welcher innerhalb der HERV-Klassen, sowie deren Verwandten in anderen Saugetieren,
hoch konserviert zu sein scheint (73, 74). Fir verschiedene 1SDs konnte in vitro und in vivo eine
Hemmung der zelluldren Immunantwort beobachtet werden (75-80). Hierbei wurde u.a.
festgestellt, dass in Gegenwart eines synthetisch hergestellten ISD-Peptids injizierte Tumorzellen
zur Ausbildung groRerer, solider Tumore in immunkompetenten Mausen filhrte, wohingegen sich
ohne ISD-Peptid keine oder nur rasch abgestoRene Tumore bildeten (79). Anhand dieser Beispiele
wird deutlich, dass HERVs und deren Proteinprodukte starke immunmodulatorische
Eigenschaften besitzen, die einer strengen epigenetischen Regulierung bedirfen. Unter
unvorteilhaften Bedingungen konnte die unkontrollierte Expression von HERVs zur Entstehung
pathologischer Prozesse beitragen, auf die nachfolgend weiter eingegangen werden soll.

1.4. HERVs und ihre mdgliche Bedeutung fir die Pathogenese von Tumor- und

Autoimmunerkrankungen

HERVs werden insbesondere im Zusammenhang mit der Entstehung von Autoimmunitét,
inflammatorischen Erkrankungen und verschiedenen Tumorentitdten genannt (16, 81-84).
Haupturséchlich dafir ist das verstarkte Auftreten von HERV-mRNA z. B. in mononukleéren
Zellen des peripheren Bluts (PBMCs) oder der Nachweis von anti-HERV-Antikorpern im Serum
(85-88), in Riickenmarksflissigkeit (CSF) (89, 90), sowie pathologisch veranderten Geweben
(91-93), in denen HERVs im Normalfall nicht oder nur schwach exprimiert sind. Ob HERVs
urséchlich oder nur in Folge des Verlaufs der jeweiligen Erkrankung auftreten, wird bis heute
kontrovers diskutiert (23, 94-97). Viele Erkrankungen die im Zusammenhang mit einer
mdoglichen HERV-Beteiligung diskutiert werden, sind in ihrer Pathogenese unvollstandig oder
nur teilweise aufgekldrt, was eine eindeutige Beantwortung der Frage zusatzlich erschwert. Eine
kurze Zusammenfassung der wichtigsten, derzeit bekannten Aspekte zur HERV-Reaktivierung
und deren Auswirkung in pathogenen Prozessen soll im Rahmen der vorliegenden Arbeit zur

besseren Einordnung und Beurteilung dieser Frage dienen.

Wie in Abschnitt 1.2 naher erldutert, unterliegt die HERV-Expression einer strengen
epigenetischen Regulation, wozu Histon-Modifikationen und DNA-Methylierungen gehoren.
Mittels verschiedener in vitro- und in vivo-Modelle wurde eine Re-Aktivierung in Folge der
Aufhebung dieser Stilllegungsmaschinerie beobachtet (32, 34, 35, 98-100). Eine unerwiinschte

bzw. unkontrollierte Aufhebung der transkriptionellen Repression von HERV-Loci kdnnte im
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Zuge der altersbedingt zunehmenden De-Methylierung des Genoms auftreten (101, 102).
Interessanterweise korreliert die Hypo-Methylierung von HERV-Loci mit einer geringeren
Uberlebenswahrscheinlichkeit, sowie einer im Allgemeinen eher ungiinstigen Prognose bei
Patient:innen mit Tumorerkrankungen (103, 104), weshalb sie fur das erhohte Krebsrisiko im
Alter, sowie als Kennzeichen der zelluldren Seneszenz relevant sein kénnten (105, 106). Neben
der epigenetisch-vermittelten Regulierung kénnen HERVs auch durch &ufere Faktoren und
Umwelteinfliisse, wie UV- oder ionisierende Strahlung (107, 108), verschiedene chemische
Substanzen und Medikamente (109-113), Hormone (114-116), Vitamine (117, 118), Zytokine
(119), sowie exogene Viren (120-127) transaktiviert werden.

Die Re-Aktivierung von HERV durch exogene Viren, die zumeist zur Familie der Herpesviren
zahlen, wird am hdufigsten mit der Entstehung von Autoimmunerkrankungen, wie rheumatoider
Arthritis (RA) (128-131), systemischem Lupus Erythematodes (SLE) (132-134), amyotropher
Lateralsklerose (ALS) (135, 136) und multipler Sklerose (MS) (126, 137, 138) diskutiert. Hierbei
konzentrieren sich die Theorien lber mdgliche Konsequenzen der HERV-Expression auf die
starken immunmodulatorischen Eigenschaften von HERV-Proteinen, insbesondere den ENVS.
HERV-ENVs konnten tber (1) den Mechanismus der molekularen Mimikry (139) oder (1) als
Superantigen (120) zur Uber-Stimulierung des Immunsystems beitragen. In beiden Fallen ist das
Ergebnis die Ausldsung einer Entziindungskaskade, die zur Schadigung umliegender Zellen und
Gewebe fiihrt (140, 141). Bei der molekularen Mimikry kommt es zur Kreuz-Reaktivitat von
viralen Proteinen mit wirtseigenen Proteinen, da diese dhnliche Sequenz- oder Strukturmotive
aufweisen (142). Das bedeutet, dass gegen ein virales Peptid generierte Antikérper und T-Zellen
falschlicherweise durch ein homologes, korpereigenes Protein aktiviert werden und es zum
Verlust der Immuntoleranz gegenuiber den exprimierenden Zellen kommt (143, 144). Zudem
konnten Auto-Antikorper (Auto-AK) gegen HERV-Antigene, die einen Sonderfall des
korpereigenen Protein-Pools darstellen, an der resultierenden Immunantwort beteiligt sein (139,
145, 146). Durch unvorteilhafte  Polymorphismen an Regionen des Haupt-
Histokompatibilitdtskomplexes (MHC), welche die Antigenerkennung beeintréchtigen, kdnnten
nicht-optimal bzw. fehlgefaltete HERV-Proteine als ,,korperfremd* identifiziert werden, was zur
Induktion von Auto-AKs fuhren und im Allgemeinen die Entstehung von Autoimmunitét
begunstigen wirde (147). Virale oder bakterielle Superantigene kdnnen B- und T-Zellen
unabhéngig von der Spezifitat ihrer Antigenrezeptoren aktivieren. Im Normalfall werden
aufgenommene Antigene als mindestens 13-17 AS-lange Fragmente in einer Peptidantigen-
Furche von MHC-KIasse II-Molekiilen prasentiert (148). Anschliefend kommt es (ber die
hochvariable Komplementaritit-bestimmende Region (CDR, engl. fiir complementarity
determining region) am T-Zellrezeptor (TCR) per Schliissel-Schloss-Prinzip zur Erkennung des
Antigens und spezifischen Aktivierung von T-Zellen (149). Superantigene (SAg) binden
auBerhalb der klassischen Furche an Peptidbereiche von MHC-KIlasse 11-Molekiilen der Antigen-

19



prasentierenden Zelle (APC) und verbinden diese direkt mit Elementen der variablen Region der
B-Kette (V) des TCR (82, 150, 151). Im Vergleich zur CDR des TCR sind VB-Elemente weniger
vielféltig, weshalb SAg mit 5-20 %, anstelle von 0,01-1 %, aller T-Zellen interagieren und zur
oligoklonalen Expansion aktivierter T-Zellen fuhren kénnen (140, 152-154). Fur zwei Allel-
Varianten von HERV-K18 (NCBI GenBank-Nr.: 100775105), K18.1 (NCBI GenBank-Nr.:
AF012336.2) und K18.2 (NCBI GenBank-Nr.: AF333069.1), wobei K18.2 fir ein vollstandiges
ENV kodiert, konnte eine SAg-Aktivitit fiir VB13+ T-Zellen (TCRBV13) beobachtet werden
(120, 155). Diese und weiterfiihrende Arbeiten von Sutkowski et al. zeigten eine Transaktivierung
des SAg von HERV-K18 durch verschiedene Genprodukte des Epstein-Barr-Virus (EBV) (120,
121) und begriindeten sie durch die Lokalisation des HERV-K18 im ersten Intron des EBV-
induzierbaren CD48-Gens (156). Das EBV ist der Erreger der infektiosen Mononukleose (IM),
auch besser bekannt als Pfeiffersches Driisenfieber. Nach der Infektion bleibt das Herpesvirus
latent im Gedé&chtnispool der B-Zellen vorhanden und persistiert ein Leben lang im menschlichen
Korper ohne Symptome auszuldsen (157, 158). Im Falle einer Immunschwéche kann es jedoch
zur unkontrollierten Vermehrung von Virus-infizierten B-Zellen kommen und EBV zum Ausldser
fr lymphoproliferative Stérungen werden (159, 160). Zudem wird insbesondere eine altersmafig
verzogerte EBV-Serokonversion als moglicher Risikofaktor bei der Entstehung der MS diskutiert
(161-164). Interessanterweise fiihrten stabil mit EBV-immortalisierte B-Lymphozyten (LCL) in
vitro zur polyklonalen Aktivierung von T-Zellen mit einer ahnlichen Spezifitat fur die TCRBV13-
Elemente (165). Eine einzige Meta-Studie, die Daten von {ber 5000 Patient:innen mit Typ 1
Diabetes, RA und MS und tiber 4000 ethnisch-passenden Kontroll-Proband:innen
zusammenfasst, konnte ein hoheres MS-Risiko fir homozygote Trager:innen des HERV-K18.3
Allels, nicht aber flir K18.1 oder K18.2, feststellen (166, 167). In Ermangelung weiterer Studien
kann (ber die Relevanz von HERV-K18 in MS lediglich spekuliert werden. Fir ENV der HERV-
K (HML-2)-Familie, wozu auch das HERV-K18 z&hlt, wird eine Beteiligung an der Pathogenese
der ALS diskutiert, da es im CSF von ALS-Patient:innen beobachtet wurde und die ENV-
Expression in vivo einen toxischen Effekt auf neuronale Zellen von Mausen hatte (90). In Bezug
auf die Pathogenese der MS ist nach der aktuellen Studienlage ein Mitglied der HERV-W-
Familie, das MS-assoziierte Retrovirus (MSRV) von hoherer Relevanz (98, 168, 169). Ahnlich
zu HERV-K18 ist fiir das MSRV ENV (NCBI GenBank-Nr.: AF331500.1) der HERV-W-Familie
ein pro-inflammatorischer Stimulus mittels einer polyklonalen Aktivierung von T-Zellen im
Sinne eines SAg beschrieben worden (170). Nachfolgend ist das Krankheitsbild der MS kurz
zusammengefasst, um die Beobachtungen einer mdglichen Beteiligung von EBV und HERVs
besser einordnen und diskutieren zu kénnen. Die MS ist eine chronisch entziindliche Erkrankung
des zentralen Nervensystems (ZNS), die zu fortschreitender Neurodegeneration und
neurologischen Behinderungen fihrt. Aus Daten des Atlas of MS der Multiple Sclerosis

International Federation geht hervor, dass im Jahr 2020 weltweit 2,8 Millionen Menschen von
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MS betroffen waren, womit die Prévalenz bei schatzungsweise 36 Fallen pro 100.000 Einwohner
lag. Hierbei sind Frauen durchschnittlich doppelt so haufig von MS betroffen, wie Ménner (171).
Eine erste Episode von neurologischen Symptomen beginnt zumeist zwischen dem 20. und 40.
Lebensjahr. Dabei ist die Art der Symptomatik vielfaltig und hangt von den betroffenen ZNS-
Regionen ab. Frihe Anzeichen kdnnen Midigkeits- und Schwéchegefiihle, sowie Seh- und
Gleichgewichtsstorungen sein, welche durch eine Entziindung oder Demyelinisierung ausgeldst
werden. Durch Magnetresonanztomografie (MRT) kdnnen Lasionen der weiflen Substanz bereits
sichtbar sein, bevor die ersten klinischen Symptome auftreten, was auf neurodegenerative
Verénderungen in Friihphasen der MS hinweist (172, 173). Weitere pathologische Merkmale der
MS sind Demyelinisierung und Schadigung der Oligodendrozyten durch aktivierte selbstreaktive
T-Zellen, die Uber die sich auflésende Blut-Hirn-Schranke aus der Peripherie ins ZNS infiltrieren
konnen (174, 175). Typischerweise l&sst sich die MS in drei klinische Subtypen unterteilen: die
schubformig remittierende MS (RRMS), die sekundér progrediente MS (SPMS) und die priméar
progrediente MS (PPMS), wobei sich die Kennzeichen fiir entzindliche Prozesse und
Neurodegeneration unterschiedlich stark ausprégen. Die akute axonale Schadigung mit aktiven
Hirnlasionen der grauen und weiRen Materie ist in den frihen Stadien von RRMS und SPMS am
starksten ausgeprégt, wahrend der Abbau von Axonen bei PPMS konstanter ber den
Krankheitsverlauf (176) und der zunehmende Grad der Behinderung unabhédngig von distinkten
Schiben ist (177). Als wichtigste Beobachtungen im Zusammenhang mit MS soll der Nachweis
von HERV-W/MSRV ENV in aktiven Hirnlasionen von Patient:innen (91, 178, 179) und der
negative Einfluss der Expression von HERV-W/MSRYV ENV in vitro auf die Differenzierung von
Oligodendrozyten-Vorlauferzellen (55, 180), sowie die Aktivierung eines pro-inflammatorischen
Mikroglia-Phanotyps (181) genannt werden. Zum aktuellen Zeitpunkt konnte eine randomisierte,
klinische Studie mit dem monoklonalen Antikérper Temelimab gegen besagtes HERV-W/MSRV
ENV nach Abschluss der Phase 2b keine signifikante Verringerung der MS-Lé&sionsherde oder
der Schubrate erzielen (182).

Wie im Abschnitt 1.3 erwéhnt, kénnen HERV neben einer immunstimulierenden, auch eine
immunsupprimierende Wirkung haben (78, 183). Die Umgehung der Uberwachung durch das
Immunsystem von Zellen mit einem entarteten Selbsterneuerungs-, Proliferation- und (De-)
Differenzierungspotential ist ein wichtiger Mechanismus bei der Entstehung von Tumoren und
Metastasen (184, 185). Diese Krebszellen mit Stammzell-&hnlichen Eigenschaften (CSCs, engl.
cancer-like stem cells) weisen durch die Aufrechterhaltung eines undifferenzierten Zellstadiums
eine hohe Plastizitdt aus, was bedeutet, dass sie sehr anpassungsfahig gegeniiber &uReren
Einflissen und Stressbedingungen, wie z. B. Radio-, Immun- oder Chemotherapie sind (186-191).
Interessanterweise konnte eine gesteigerte HERV-Expression die Bildung dieser CSC-
Subpopulationen durch die Regulierung der Zell-Differenzierung begiinstigen, wie sie in
Melanom-Zelllinien bereits beobachtet wurde (192). Ob die Bildung einer Stammzell-ahnlichen
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HERV-K/CD133-positiven Population in Folge Medium-induzierter Veranderungen der
Mikroumgebung auch bei anderen Tumoren aus der Neuralleiste auftritt, wie beispielsweise dem
Neuroblastom (NB), ist jedoch bislang ungeklart. Das NB ist der hdufigste solide Tumor
aulerhalb des ZNS bei Sduglingen und Kindern, welcher sich durch seine Heterogenitat
auszeichnet (193). NB-Tumore der Hochrisiko-Stadien 3 und 4 (International Neuroblastoma
Stating System, INSS) sind hdufig durch Chemotherapieversagen und Nichtansprechen auf
Immuntherapie mit Checkpunkt-Inhibitoren gekennzeichnet, weshalb die Patient:innen eine
schlechte Prognose mit einer niedrigen Uberlebensrate haben (194-196). Ein Zusammenhang von
HERV-Expressionsaktivitat, Pluripotenz und einer gesteigerten Immuntoleranz kann auch im
Kontext der Embryonalentwicklung (35, 99) und Plazentagenese (74) beobachtet werden.
Untersuchungen mit Keimzelltumor-Zelllinien (GCTs, engl. germ cell tumors) konnten zeigen,
dass die Expression von HERV-K (HML-2)-Transkripten invers mit dem
Differenzierungsstadium und der Expression von Pluripotenzmarkern, wie OCT4 und NANOG,
korreliert (100). Mit z. T. relativ kurzen Integrationszeiten von 100.000-500.000 Jahren, z&hlen
einige Mitglieder der HERV-K (HML-2)-Familie zu den 1,5 % der HERVs mit vollstdndigen
OREFs fir alle viralen Gene (197). In der Konsequenz kénnten in undifferenzierten Zellstadien
exprimierte HERV-K-Antigene, wie z. B. HERV-K ENV und dessen Splicevarianten REC und
NP9, die Bildung eines tumorférdernden Mikromilieus begunstigen (198, 199). Erste Studien mit
HERV-K ENV-spezifischen chimaren Antigenrezeptor (CAR)-T-Zellen konnten bereits eine
Reduzierung des Tumorwachstums und der Metastasierung in andere Organe in Xenograft-Maus-
Modellen von Brustkrebs- (200) und Melanomzellen (201) beobachten und damit einen
potentiellen therapeutischen Einsatz von HERV-Antikérpern bzw. HERV-CAR-Ts

demonstrieren.

1.5. Zielstellung

Im Verlauf der Pathogenese von Tumor- oder Autoimmunerkrankungen exprimierte HERV-
Transkripte und -Proteine weisen auf ihre mogliche Relevanz als diagnostische oder
therapeutische Zielstrukturen hin. Durch zahlreiche homologe HERV-Kopien derselben Familie
und z. T. unspezifische Angaben in der Literatur (202, 203), ist die Auswahl geeigneter HERVs
erschwert. Ein Ziel dieser Arbeit soll daher die Identifizierung distinkter HERV-Loci sein, die

potentiell als Biomarker oder im Falle vollstandiger ORFs, als Antigene geeignet wéren.

Fur das EBV wird seit Langem eine bedeutsame Rolle in der Pathogenese der MS vermutet.
Kirzlich konnten weitere, (iberzeugende Hinweise fur einen kausalen Zusammenhang zwischen
MS und EBV dargelegt werden (164). Fur einige HERV-Loci wurde eine Transaktivierung durch
EBV bereits impliziert. Im Rahmen dieser Arbeit soll die Transkription von HERVs in EBV-

infizierten Zellen im Kontext der MS untersucht werden. Zu diesem Zweck soll die EBV-
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spezifische Eigenschaft der latenten Infektion und Immortalisierung von B-Zellen in vitro genutzt
werden, um stabile Zelllinien aus PBMC-Isolaten von MS-Patient:innen (MSLCL) und gesunden
Kontrollen (coLCL) zu erzeugen. Die benétigten PBMCs sollen aus einem Teil des Vollbluts
isoliert werden, welches im Rahmen der routineméafRigen Diagnostik seitens der neurologischen
Ambulanzen des Universitatsklinikums Halle (Saale) und des Martha-Maria Klinikums in Halle-
Dolau abgenommen wird. Diese MSLCL und coLCL sollen zur Identifizierung differenziell
exprimierter Gene und HERVs mittels Transkriptomsequenzierung (RNAseq) und quantitativer
real-time Polymerasekettenreaktion (qRT-PCR) verwendet werden. Aufgrund der geringen
Anzahl annotierter HERV-Loci in der menschlichen Transkriptomversion hg38/GRCh38 sollen
zusétzlich Sequenzanalysen mit einem in der Arbeitsgruppe entwickelten Virus-Transkriptom
durchgefuhrt werden. Neben nicht menschlichen ERVs und exogenen Virussequenzen enthélt
dieses Virus-Transkriptom eine Sammlung von iber 100 HERV-Sequenzen aus 14 HERV-
Familien, wobei die Auswahl vor allem HERVs mit vollstandigen ORFs fiir einen oder ggf.
mehrere kodierende Bereiche von GAG, POL, ENV umfasst (204). Zudem sollen mogliche
Korrelationen ausgewéhlter EBV- und HERV-Transkripte und Klinisch-pathologischen
Merkmalen der Patient:innen untersucht werden. Deshalb werden u. a. Alter und Geschlecht,
sowie klinische Parameter, wie die Anzahl der Schiibe in den letzten 2 Jahren und der Expanded
Disability Status Scale (EDSS), als auch die aktuelle Medikation der Proband:innen in

pseudonymisierten Fragebdgen erfasst und ausgewertet.

Solide Tumore mit einer hohen Heterogenitét sind oftmals durch eine erhohte Therapieresistenz
und Ruckfallrate gekennzeichnet (205, 206). Eine mdgliche Strategie zur Steigerung der Chancen
einer langfristigen Heilung ist die gezielte Zerstorung der CSCs (207). Studien legen nahe, dass
HERVs an der Aufrechterhaltung eines undifferenzierten Zellstadiums und damit der Entstehung
der CSC-Nische beteiligt sein kdnnten (100). Insbesondere bei Melanom-Zelllinien konnte eine
Aktivierung von HERV-K108 ENV in Folge einer Medium-induzierten Verdnderungen in
Verbindung mit der Ausbildung einer CD133-positiven Stammzellpopulation beobachtet werden
(192). Unklar ist, ob eine derartige HERV-Aktivierung auch in anderen Entitdten von entarteten
Zellen der Neuralleiste auftritt und ggf. weitere HERV-Loci verstarkt transkribiert werden.
Hierzu sollen differenzielle Expressionsanalysen unter Verwendung unseres Virus-
Transkriptoms von NB-Zelllinien vor und nach Inkubation in Stammzell-Medium durchgefiihrt
werden. Zudem soll die Analyse bekannter NB-Malignitdtsmarker zur Charakterisierung des

Phénotyps der NB-Zellen beitragen.

Um die biologische Rolle und das pathogenetische Risiko von insbesondere HERV-ENVS zu
verstehen, ist eine funktionelle Charakterisierung erforderlich. Im Rahmen dieser Arbeit soll die
Expression von drei ENVs, sowie deren Reifung und Lokalisierung in verschiedenen

Séugerzelllinien analysiert werden. Zudem sollen mogliche Grinde fur die beobachtete, limitierte
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Expression von nativen HERV ENVs untersucht werden. Als biologische aktivste HERV-Familie
mit z. T. vollstdndig erhaltenen ORFs fiir alle viralen Gene stellen die HERV-K (HML-2)-
Mitglieder geeignete Kandidaten fir eine funktionelle Charakterisierung dar. HERV-K18
(1923.3; NCBI GenBank-Nr.: AF333069.1) und dessen ENV werden mutmagilich superantigene
Eigenschaften, sowie eine putative Beteiligung in der Entstehung von Autoimmunerkrankungen
zugeschrieben, weshalb es ein interessantes Zielprotein fir weitere Untersuchungen darstellt. Das
HERV-K113 (19p13.11; NCBI-Genbank-Nr.: NC_022518.1) ist durch seine kurze
Integrationszeit ein geeigneter Kandidat. Als eines der best-erhaltenen HERV im menschlichen
Genom und einer noch unvollstdndigen, weltweiten ,,Durchseuchung®, sollte dessen native
Expression und Sequenzintegritit durch den evolutiondren Selektionsdruck noch am wenigsten
beeintréchtigt sein. Mit Hilfe artifizieller VVarianten des HERV-K113 ENV soll eine suboptimale
Kodon-Verwendung als mdglicher Faktor der limitierten Expression nativer ENV untersucht
werden. Zuletzt wurde das ENV von HERV-Fcl (Xg21.33; NCBI-Genbank-Nr.:
XM_011531085.2) ausgewdhlt, welches in jungerer Zeit mit Autoimmunkrankheiten in
Verbindung gebracht wurde. Mit sechs bekannten Proviren hat die HERV-Fc-Familie zudem eine
begrenzte Verbreitung im menschlichen Genom (208), was sie als potentielle Zielstruktur fiir

einen therapeutischen Antikorper interessant macht.
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2. Kumulativer Teil

Im Folgenden sind drei Publikationen aufgefuhrt, welche als Research Articles dem anerkannten
Peer Review Verfahren unterzogen und bei den nachfolgend aufgefiihrten Fachzeitschriften
verdffentlicht wurden. Die Publikationen bilden den Schwerpunkt der im Rahmen der Promotion

ausgefihrten Experimente und fassen die erzielten Ergebnisse zusammen.

Tabelle 1: Ubersicht zu den allgemeinen Daten der Fachzeitschriften.

Titel Impact Factor 5-year Herausgeber

(Jahr der Impact

Verdéffentlichung) Factor

(2022)

International
MDRPI,
Journal of
5,924 (2020) 6,2 St Alban-Anlage 66,

Molecular Sciences
CH-4052 Basel, Switzerland

(1JMS)
o FRONTIERS MEDIA SA,
Frontiers in ]
Avenue du tribunal federal 34,
Oncology 5,738 (2021) 5,2

CH-1015 Lausanne,

(Front Oncol) ]

Switzerland
MDPI,

Cells 6,0 (2022) 6,7 St Alban-Anlage 66,

CH-4052 Basel, Switzerland

Die Publikationen stellen verschiedene Aspekte der untersuchten Aktivierung endogener

Retroviren in der Pathogenese von Tumor- und Autoimmunerkrankungen vor.
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2.1. Formation of HERV-K and HERV-Fcl1 Envelope Family Members is Suppressed
on Transcriptional and Translational Level

2.1.1. Zusammenfassung

Im Lauf der Evolution wurden ins Genom integrierte Sequenzen retroviralen Ursprungs, die so
genannten HERVS, weitestgehend mittels Mutation oder Rekombination inaktiviert. Es sind
einige HERVs bekannt, die offene Leserahmen in Protein-kodierenden Regionen besitzen. Da die
Folgen aktivierter proviraler Sequenzen im menschlichen Koérper weitgehend unerforscht sind,
wurden in der vorliegenden Studie ausgewéhlte HERV-ENV, die mit entziindlichen
Erkrankungen des Immunsystems in Verbindung gebracht werden, namlich HERV-K18, HERV-
K113 und HERV-Fcl, untersucht. Die Bildung von glykosylierten Hillproteinen wurde in
verschiedenen Saugerzelllinien nachgewiesen. Allerdings schien die Proteinreifung unvollstéandig
zu sein, da kein Transport zur Plasmamembran beobachtet wurde. Stattdessen verblieben die
Proteine im endoplasmatischen Retikulum (ER), wo sie die Expression von Genen induzierten,
die an der Signalkaskade fehlgefalteter Proteine (unfolded protein response, UPR) beteiligt sind,
wie HSPA5 und sXBP1. Dariiber hinaus wurde die niedrige Expression der nativen Hillproteine
durch den Einsatz Kodon-optimierter ENV-Varianten erhoht. Zellfreie Expressionssysteme
zeigten, dass die Kodon-Optimierung sowohl die Transkriptions-, als auch die Translationsebene
beeinflusste. Mittels verschiedener artifizieller Kodon-optimierter Varianten des HERV-K113
ENV konnte der Einfluss seltener tRNA-Pools in bestimmten Zelllinien untersucht werden. Die
MRNA-Sekundarstruktur kénnte hierbei auch eine wichtige Rolle bei der Translation der
getesteten viralen ENV spielen. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Bildung bestimmter
HERV-Proteine anhand ihrer im Genom vorliegenden Sequenz grundsatzlich moglich ist. Ihre
vollstandige Reifung und damit ihre volle biologische Aktivitét scheint jedoch von zusétzlichen
Faktoren abzuhangen, die moglicherweise krankheitsspezifisch sind und in weiterfihrenden

Studien aufgeklart werden miissen.
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2.1.2. Darlegung des Eigenanteils, Manuskript und Zitierung

Im Folgenden ist der experimentelle und schriftliche Eigenanteil aller Autoren prozentual
angegeben und die Beteiligung mehrerer Personen an der Veroffentlichung durch einen Betreuer

bestatigt.

Publikation I:

Groger, V., Wieland, L., Naumann, M., Meinecke, A. C., Meinhardt, B., Rossner, S., Ihling, C.,
Emmer, A., Staege, M. S., & Cynis, H. (2020). Formation of HERV-K and HERV-Fc1 Envelope
Family Members is Suppressed on Transcriptional and Translational Level. International journal
of molecular sciences, 21(21), 7855. https://doi.org/10.3390/ijms21217855

Tabelle 2: Ubersicht zu den Beitrégen aller Autoren der Publikation .

Entwurf Umsetzung Auswertung | Schreiben
(Design) (Implementation) (Analysis) (Writing)
Groger, V. 5% 30 % 30 % 30 %
Wieland, L. 30 % 35% 30 %
Naumann, M. 10 %
Meinecke, A. 10 %
Meinhardt, B. 5%
Rossner, S. 15 %
Ihling, C. 10 %
Emmer, A. 20 %
Staege, M. S. 25 % 5% 15 % 20%
Cynis, H. 35% 20 % 20%

27


https://doi.org/10.3390/ijms21217855

Datum: 15.03.2024

Lisa Wieland Dr. med. Alexander Emmer

2.1.3. Bestiitigung des Betreuers der Dissertation von Frau Lisa Wieland

Hiermit bestdtige ich als Betreuer der o. g. Dissertation, dass die gemeinsame Arbeit mehrerer

Personen an der Arbeit durch den Forschungsgegenstand gerechtfertigt ist.

Mit freundlichen Grii3en,

Dr. med. Alexander Emmer

Datum: 15.03.2024

Nachfolgend sind die Publikation und die supplementiren Daten aufgefiihrt.
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Abstract: The human genome comprises 8% sequences of retroviral origin, so-called human
endogenous retroviruses (HERVs). Most of these proviral sequences are defective, but some
possess open reading frames. They can lead to the formation of viral transcripts, when activated
by intrinsic and extrinsic factors. HERVs are thought to play a pathological role in inflammatory
diseases and cancer. Since the consequences of activated proviral sequences in the human body
are largely unexplored, selected envelope proteins of human endogenous retroviruses associated
with inflammatory diseases, namely HERV-K18, HERV-K113, and HERV-Fc1, were investigated in
the present study. A formation of glycosylated envelope proteins was demonstrated in different
mammalian cell lines. Nevertheless, protein maturation seemed to be incomplete as no transport
to the plasma membrane was observed. Instead, the proteins remained in the ER where they
induced the expression of genes involved in unfolded protein response, such as HSPA5 and sXBP1.
Furthermore, low expression levels of native envelope proteins were increased by codon optimization.
Cell-free expression systems showed that both the transcriptional and translational level is affected.
By generating different codon-optimized variants of HERV-K113 envelope, the influence of single
rare t-RNA pools in certain cell lines was demonstrated. The mRNA secondary structure also appears
to play an important role in the translation of the tested viral envelope proteins. In summary,
the formation of certain HERV proteins is basically possible. However, their complete maturation
and thus full biologic activity seems to depend on additional factors that might be disease-specific
and await elucidation in the future.

Keywords: human endogenous retroviruses; expression; codon usage; transcription; translation
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1. Introduction

In the course of evolution, a large number of retroviral elements were incorporated into the
genomes of vertebrates. At present, the human genome consists of up to 8% of such transposable
elements (TE) resulting from infections with ancient retroviruses, which circulated millions of years
ago[1]. Since the integration occurred by infection of the germ line, the resulting provirus of the so-called
endogenous retroviruses (ERV) can be transmitted vertically as a host allele [2,3]. The retroviral provirus
typically possesses three coding regions: the group-specific antigen (GAG) gene, which provides the
capsid- and matrix proteins of the nucleus, the polymerase (POL) gene encoding the viral enzymes for
reverse transcription and integration into the host genome, and the envelope (ENV) gene, encoding the
viral glycoproteins on the virus surface important for fusion with the host cell membrane during
infection. Additionally, these regions are flanked on either side by long terminal repeats (LTR) that
regulate transcription of enclosed viral genes [4].

Due to their long persistence in the genome, the proviruses were subject to selective pressure,
which resulted in inactivation of most viral sequences by (I) disruption of open reading frames
(ORFs) by mutations or (II) complete loss of all viral genes by recombination between flanking LTR
sequences. As a consequence, nearly all human ERV (HERV) show defective protein products [5].
Nevertheless, there are few HERV with almost complete ORFs, which are able to form functional
proteins. Under normal conditions proviral sequences are epigenetically silenced, but disease or
developmental stages can activate transcription. As popular examples, the envelope proteins (ENV) of
the HERV-W family, e.g., syncytin-1 and the HERV-FRD family, e.g., syncytin-2, are important during
pregnancy and embryogenesis [6,7].

Besides a beneficial effect, some HERV ENV are thought to contribute to diseases including cancer
and autoimmune disorders [8-12]. Transcriptional activation of retroviral elements in pathologic
tissues of soft tissue sarcoma patients or elevated antibody titers against viral proteins in the sera
of patients with autoimmune rheumatic diseases were observed [13-15]. Little is known about the
protein expression of ENV in mammals. For understanding the biological role and the pathogenetic
risk of ENV, a functional characterization including analysis of maturation, localization and limitations
of native ENV expression is necessary. For this purpose, we investigated in this study the expression of
three selected ENV possessing intact ORFs in the human genome and a known correlation to diseases,
such as Multiple Sclerosis [16-19].

We focused on two members of ENV from the HERV-K family: HERV-K18 ENV and HERV-K113
ENV. Additionally, one member from the HERV-H/F family, HERV-Fcl ENV, was investigated.
HERV-K ENV belong to the human endogenous mouse mammary tumor virus-like (HML2)-subset
of the HERV-K family, which comprises the most complete and biological active members among
all HERVs [20-22]. The studied HERV-K18 on chromosome 1 is a locus of 9235 bp with three allelic
variants. The variants K18.1 and K18.2 are most common in the Caucasian population (x90%),
but only K18.2 encodes a full-length ENV of 553 amino acids [23-25]. Interestingly, the K18.2 allele
(NCBI accession no.: AF333069.1) is located in the first intron of the CD48 gene, which can be
transactivated by Epstein—-Barr virus (EBV) and might promote the expression of ENV with putative
super-antigenic properties [18,25-27]. The third allelic variant, K18.3, has been identified as risk factor
for Multiple Sclerosis [28].

HERV-K113 is located on chromosome 19p12 (NCBI accession no.: NC_022518.1). Despite its
short integration time, it possesses mutations in the reverse transcriptase gene, which leads to the loss
of replication competency of the provirus [29]. Interestingly, the fixation of HERV-K113 in the human
population is still ongoing. Today the provirus is present in about 30% of humans and it is one of
few retroviruses with known ORFs for all viral proteins [30]. In addition, we studied HERV-Fc1 ENV,
which is located on the X chromosome (NCBI accession no.: XM_011531085.2). HERV-Fc1 contains a
full-length ENV open reading frame. In addition to small in-frame deletions and insertions, the GAG and
POL regions contain stop codons. The stop codon in GAG is located near the 3’ end [31]. POL contains
two stop codons and frame shifts. Compared with HERV-H consensus sequences [32] translation of
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this sequence would result in a protein with a large C terminal truncation. The HERV-Fc1 locus seems
to be genetically associated with Multiple Sclerosis (MS) [19,33,34]. Unlike the HERV-K members, the
HERV-Fc family has a very limited expansion with only a few proviruses in the human genome [35].

In the present study, we analyzed the expression of all three ENV in several mammalian cell lines
with a closer view on protein localization and protein maturation. Our second aim was to examine
reasons for the observed limited protein synthesis efficacy of native ENV. Therefore, we investigated
rare codon bias as a factor for the limited protein biosynthesis of the native proteins of HERV-K113 in
mammalian cell lines and in a cell-free system.

2. Results

2.1. ORFs of HERV-K18, HERV-K113, and HERV-Fc1 form Envelope Proteins

The expression of three different HERV ENV (Fc1, K18, K113, Figure 1a) was analyzed in transfected
HEK293 cells. The expression of wild type (WT) ENV sequences as found in the human reference
genome led to barely detectable amounts of protein for HERV-Fcl (Figure 1b,c) and HERV-K113
(Figure 1b,d) despite application of equal protein amounts, exemplarily shown for HERV-K113
(Supplementary Figure S1). In addition, no protein could be detected for WT HERV-K18. However,
when codon-optimized variants were expressed under the same conditions, all envelope proteins were
readily detected (Figure 1b).

This result was corroborated by LC-MS/MS analysis of HERV-K113 and HERV-Fc1 expressing
HEK293 cells. The sequence coverage, which is to a limited extent indicative for the protein
concentration, coincided well with the Western blot detection of HERV proteins (Table 1, Supplementary
Figure S2). The highest sequence coverage was observed for HERV proteins identified in cells with
a codon-optimized protein sequence (coFcl and coK113, Supplementary Figure S2). In cells that
expressed the WT sequences, either the identified HERV protein showed only a reduced sequence
coverage (K113, Supplementary Figure S2) or no HERV protein was detected at all (Fc1) by this method.
In this regard, the low intracellular abundance was not due to secretion of the proteins from cells.
An antibody specifically binding to the surface unit (SU) of HERV-K did not detect K18 and K113 in
cell culture supernatants up to 48 h post-transfection but corroborated the intracellular accumulation
of the tested proteins (Supplementary Figure S3).

Table 1. Sequence coverage and proteolytic peptides identified by LC-MS/MS for expressed HERV
proteins and the ER chaperone BiP.

Sample Protein Sequence Coverage (%) Proteolytic Peptides #
K113, Fcl envelope proteins n.d. n.d.
Control
ER chaperone BiP 20 7
K113 envelope protein 4 3
K113
ER chaperone BiP 47 31
K113 envelope protein 20 10
coK113
ER chaperone BiP 48 27
Fcl envelope protein n.d. n.d.
Fcl
ER chaperone BiP 53 36
Fcl envelope protein 39 25
coFcl
ER chaperone BiP 54 38

BiP: binding immunoglobulin protein, n.d.: not detected.



Int. J. Mol. Sci. 2020, 21, 7855 40f23

™
a f : \
SP cleavage site SU/TM cleavage site
h 4 -
Fcl [s] su_ j PP Lo T |
1 24 384 412 518 540 584
K18 [ sv . e
1 354 379 526 543 560
K18* % s D
1 28 115 465 480 637 654 671
K113 BOUREN Fp [0 T L
98 465 488 633 653 699
3] = M Fcl coFcl
% s§ I% Y
2 8 ¥ 8 ¥ 8 20pg  2pg  0.2pg
M e e f L : J .
kDa kDa
130 250 - -
130 -
100 - —
- 100-
70 - -
55 |
55—
.-‘
35 35—
25 25—
d K113 cokK113
40 pg ' 0.1 pg 0.2 pg 04pg
I 1 T

kDa
130-

100-

70—

Figure 1. Expression and quantification of HERV envelope proteins in HEK293 cells. (a) Schematic
representation of expressed HERV ENV. The pro-peptides are processed co- and post-translationally:
The signal peptide (SP) is cleaved by signal peptidases (green triangle). The surface unit (SU) is
separated from the transmembrane unit (TM) by furin-like proteases at a highly conserved consensus
sequence (black triangle). The fusion peptide (FP) and the transmembrane domain (TD) are particularly
hydrophobic regions within the TM. The chimeric K18* is composed of the signal peptide and another
17 amino acids of K113 plus amino acids 5-560 from K18. The numbers correspond to the amino acid
positions. The SU is not shown to scale, but shortened. (b) Influence of codon optimization on protein
biosynthesis of HERV ENV. Cell lysates were analyzed by Western blot 24 h after transient transfection
of HEK293 cells with expression plasmids containing either the WT sequence or codon-optimized
(co) sequences of the envelope proteins of HERV-Fcl, -K18, and -K113. Each lane was loaded with
20 pg total protein. (c,d) Representative Western blots used for densitometric quantification of
expression increase caused by codon-optimization. The amount of total protein load is indicated for
each lane. Representative loading controls are presented as Supplementary Figure S1. The following
antibodies were used: Primary antibodies: anti-FLAG 1:1000 (Fc1), anti-HERV-K TM 1:1000 (K18, K113).
Secondary antibodies: anti-rabbit IgG-HRP 1:2000, anti-mouse IgG-HRP 1:2000.
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For quantification of the increase in protein synthesis resulting from codon-optimization,
different total protein amounts were applied to SDS-PAGE. This was necessary to enable visualization of
both variants (WT vs. codon-optimized) on the same blot. Densitometric analysis of resulting proteins
revealed a 150-fold (K113) or 290-fold (Fcl) increase in ENV levels caused by codon-optimization
(Figure 1c,d and Supplementary Figure 54). A fold-change for K18 could not be determined, since the
WT variant could not be identified by Western blot.

2.2. Analysis of Post-Translational Processing of HERV ENV

Protein maturation of HERV ENV was studied in terms of N-glycosylation, cleavage of precursor
proteins, and oligomerization (Figure 2). The precursors for all HERV ENV investigated in this study
were detected by Western blot analysis (Figures 1b and 2a).
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Figure 2. Western blot analysis for characterization of post-translational modifications of HERV
ENV. (a) Detection of glycosylated (G) or unglycosylated (UG) envelope proteins in cell lysates
of transiently transfected HEK293 cells. Notice the shift in protein size after deglycosylation by
PNGase F. (b) Higher molecular weight material resulting from expression of HERV ENV precursors
via intramolecular disulfide bridges analyzed by comparison of non-reducing (NR) and reducing (R)
sample buffer conditions. The monomers are only visible when reducing (R) sample buffer was used.
Either anti-FLAG antibody (coFc1) or anti-HERV-K SU HERM1821-5 antibody (coK18*, coK113) was
used for detection of ENV.

The envelope precursors of HERV-Fcl, HERV-K18*, and HERV-K113 are glycosylated as shown
by treatment of cell lysates from transfected HEK293 cells with the peptide N-glycosidase (PNGase) F
(Figure 2a). The protein size after de-glycosylation corresponded to the theoretical molecular mass of
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ENV precursors (Fcl: 64 kDa, K113: 80 kDa, K18*: 66 kDa,). Hence, it can be concluded that these
ENV are post-translationally glycosylated in the ER.

For HERV-K18, the size of the detected ENV in HEK293 cell lysates corresponded to the theoretical
molecular mass of 63 kDa. In addition, treatment with PNGase F did not lead to a change in the
molecular mass of the protein (Supplementary Figure S5). In contrast, HERV-K18*, which has a
reconstructed signal peptide, was glycosylated. Thus, a defective signal peptide in HERV-K18 ENV
prevents glycosylation due to an altered subcellular localization.

Furthermore, retroviral envelope proteins are synthesized as precursors, which are cleaved
by proprotein convertases such as furin into two functional subunits (SU and TM). For all
HERV ENV investigated in this study, the precursor was detected by Western blot analysis
(Figures 1b and 2a). For coFcl and coK18 no cleavage of the precursor protein into SU and TM
was detected. However, for coK113 we were able to visualize the appearance of the TM as detected by
the TM-specific HERV-K antibody (Figure 1b, Supplementary Figure S5b). Here, additional proteins
with a molecular mass of 35-40 kDa were observed. These correspond to the glycosylated TM,
since after de-glycosylation proteins with the theoretical molecular mass of TM were detectable
(Supplementary Figure S5b). Furthermore, protein detected by a corresponding SU-specific HERV-K
antibody in lysates of HERV-K113 expressing HEK293 cells corroborated the at least partial processing
of the HERV-K113 precursor into the SU and TM subunit (Supplementary Figure S5b,c). Therefore, it can
be assumed that the precursor of HERV-K113 ENV is processed into TM and SU to some extent.
However, the most abundant form of the envelope proteins appears to be the unprocessed precursor.

In addition, functional retroviral envelope proteins form oligomers at the plasma membrane.
For all tested HERV ENV it could be shown that the expressed envelope proteins are present as an
oligomer within the cell after analyzing cell lysates of transfected HEK293 cells under non-reducing
(NR) conditions (Figure 2b). By omitting the reducing agent, possible disulfide bridges remain intact.
Furthermore, in the non-reduced sample, the monomer did not appear, which suggests that it forms
disulfide bonds with other monomers. The high-molecular double band found in these samples may
therefore likely be trimers or tetramers. In contrast, under reducing conditions mainly the monomers
are visible (Figure 2b), except for coFcl and coK18. For coFcl the oligomer band is weaker under
reducing conditions but did not disappear. In addition, the oligomer band for coK18 was stable and
only minor amounts of monomer were formed suggesting aggregation of the protein in the cytosol.

2.3. Analyzed HERV Envelope Proteins are not Transported to the Plasma Membrane but Reside within the
Endoplasmic Reticulum

The subcellular localization of envelope proteins from HERV-K113, HERV-K18, and HERV-Fcl was
studied using flow cytometry and immunocytochemistry. First, transfected and non-permeabilized
HEK?293 cells, COS-7 cells, and LN-405 cells were incubated with anti-HERV-K TM specific antibody
HERM1811-5 in order to detect envelope proteins at the cellular surface. Exemplarily, transfected and
non-permeabilized HEK293 cells and COS-7 cells are depicted in Figure 3a and do not reveal the
presence of envelope proteins on the cellular surface (Figure 3a). Only when using permeabilized cells,
a robust percentage of cells showed increased fluorescence intensities as can exemplarily be seen in
the dot plot of coK113-FLAG-transfected HEK293 cells (Figure 3b). Empty vector controls stained
with primary and secondary antibodies served as controls (Figure 3b). Interestingly, the percentage of
ENV-producing cells depends both on the cell line (39.0% coK113-positive HEK293 cells vs. 21.8%
coK113-positive COS-7 cells) and the transfected expression plasmid (13.9% coK18-positive HEK293
cells vs. 39.0% coK113-positive HEK293 cells). In this regard, shedding of the SU did not account for
the low abundance on the cellular surface, since we were not able to detect K18 or K113 ENV in the cell
culture supernatant using a SU-specific antibody (Supplementary Figure S3).
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Figure 3. Localization of HERV ENV in transfected HEK293 cells, 293LTV cells, and COS-7 cells.
(a,b) Flow cytometry of transiently transfected, non-permeabilized or permeabilized HEK293 cells
and COS-7 cells stained for HERV-K ENV. The table in (a) shows the percentage of fluorescent
In (b) the dot plots of HEK293 cells transiently transfected with
coK113-FLAG and empty vector are shown. No staining without primary antibody was observed

cells. NA, not analyzed.
(Supplementary Figure S6). (c) Fluorescence microscopic images showing the subcellular localization
of specified HERV ENV and the endoplasmic reticulum (ER) in transiently transfected COS-7 cells and
293LTV cells. The merge image is a z-projection (maximum intensity) of the three recorded channels
(green: HERV ENV, red: ER, blue (DAPI): cell nucleus). Pixels with red and green fluorescence appear
yellow. The graphs show a fluorescence intensity profile along the arrows drawn in the merge image.
The detection of envelope proteins was performed using anti-HERV-K-TM antibody HERM1811-5
(coK18, coK113) or EGFP tag (coFc1). The ER was visualized by an anti-calnexin antibody. Scale: 20 pum.
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To further study the localization of envelope proteins, double immunofluorescence staining of
transfected and permeabilized 293LTV cells, COS-7 cells, and LN-405 cells was performed using
anti-FLAG tag or anti-HERV-K TM-specific antibodies and cell organelle specific antibodies. For the
envelope proteins of HERV-K18, HERV-K113, and HERV-Fcl a similar localization in the form
of branched net-like, partially vesicle- or cistern-like structures within the entire cell, excluding
the cell nucleus, was observed (Figure 3c). The signal intensity was higher in areas close to the
nucleus than in areas far away from the nucleus. For HERV-K18*, an unusually large number of
cells with sharply defined regions of very high fluorescence intensity was observed (Figure 4 and
Supplementary Figure S7). These are probably aggregated ENV within the ER lumen. The double
immunofluorescence staining with the ER marker protein calnexin showed a partial overlay with
the envelope protein signals, which appear yellow in the pseudo-colored Z-projection (Figure 3c).
In addition to the concurrence of the signals presented in this way, intensity profiles provided evidence
that the fluorescence signals of HERV ENV and ER were even colocalized, since pixels with high green
(HERV ENV) fluorescence also showed high red (ER) fluorescence along a drawn distance (Figure 3c).

Furthermore, we used Golgi-specific markers GP73 for analysis of HERV-Fcl and golgin-97
for analysis of HERV-K in order to determine the appearance of the ENV proteins in the Golgi
complex. We observed only a partial overlap with Golgi markers especially for HERV-K113 (Figure 4).
However, since we observed incomplete cleavage of the full-length precursor of coK113 into SU
and TM (Supplementary Figure S5b,c), at least coK113 is not fully retained in the ER. Furthermore,
staining using anti-tubulin corroborated the cytosolic localization of coK18 possessing a defective signal
sequence (Supplementary Figure S7). In conclusion, HERV-K ENV could not be detected on the cellular
surface, whereas all studied HERV ENV seem to be trapped inside the ER of transfected mammalian
cells. The partial processing of the HERV-K113 precursor, however suggested only inefficient transport
to the Golgi complex.

2.4. HERV Enwvelope Proteins Increase Gene Expression of Markers for Unfolded Protein Response but Trigger
no Antiviral Response

As HERV ENV were shown to accumulate inside the ER, it was further studied whether this
induces an unfolded protein response (UPR) in transfected HEK293 cells. The UPR is part of the
cellular protein quality control that facilitates correct protein folding and prevents the accumulation of
misfolded proteins in the ER lumen. Using qRT-PCR analyses of transiently HERV ENV transfected
HEK293 cells, the transcript levels of different genes involved in the UPR (HSPA5, ATF4, sXBP1, DDIT3)
were determined (Figure 5a). The HSPAS5 transcript levels of coK113 were nonsignificantly elevated
when compared to control vector transfected cells.

Furthermore, sXBP1 levels were significantly increased for coK113 as well as DDIT3 mRNA levels
for K18 and coK18 compared to control vector expression (one-way ANOVA, Dunnett’s post-test,
p < 0.05). In addition, we analyzed HSPA5 (BiP) in WT and codon-optimized K113 and Fcl-expressing
HEK cells using LC-MS/MS. As done for HERV-expression, we used sequence coverage as an indicator
of protein abundance in these cells (Supplementary Figure S8). We could show that the sequence
coverage and the number of proteolytic peptides increases in HERV-expressing cells compared to a
vector-transfected control (Table 1). Therefore, we suggest that overexpression of HERV ENV activates
UPR to some extent but focused studies for this topic are required in the future.

In addition, if a retrovirus infects a host cell, a number of cellular defense reactions occur.
Among others, the group of apolipoprotein B mRNA editing enzyme, catalytic polypeptide-like 3
(APOBECS3) proteins plays an important role. These evolutionarily conserved cytidine deaminases
recognize and bind retroviral single-stranded DNA to deaminate cytosine to uracil. As a result,
hypermutations or degradation of viral DNA occurs. In the present study we were not able
to see significant changes in APOBEC3G and MOV10 expression in HEK293 cells (Figure 5b).
Expression of APOBEC3G was always very low in HEK293 cells (Supplementary Figure S9a).
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Additionally, no changes in APOBEC3B could be detected in HERV ENV-expressing cells in comparison
to empty vector-transfected cells (Supplementary Figure S9b).

Another gene activated in response to retroviral infection is BST2. It encodes the protein tetherin,
which prevents the budding of viral particles by binding viral envelope proteins. The restriction factor
TRIM?22 is also an important component of innate antiviral immunity as it recognizes viral proteins
and LTRs. The transcript levels of both genes were quantified in the present study after transfection of
HERV ENV expressing plasmids in HEK293 cells. No differences in comparison to the control were
found (Supplementary Figure S9b).
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Figure 4. Localization of HERV ENV with trans Golgi network in transfected HEK293 and LN405 cells.
Fluorescence microscopic images showing the subcellular localization of specified HERV ENV and
the trans Golgi network (TGN) in transiently transfected HEK293 and LN405 cells. The merge image
is a z-projection (maximum intensity) of the three recorded channels (green: HERV ENV, red: TGN,
blue (DAPI): cell nucleus). Pixels with red and green fluorescence appear yellow. The graphs show a
fluorescence intensity profile along the arrows drawn in the merge image. The detection of the envelope
proteins was performed using anti-HERV-K-TM antibody HERM1811-5 for HERV-K and anti-FLAG for
HERV-Fcl. The TGN was visualized by an anti-golgin-97 antibody for HERV-K and anti-GP73 antibody
for HERV-Fcl1. Scale bar: 20 um.

2.5. Rare Leucine and Valine Codons Result in Decreased ENV Protein Synthesis in Human Cell Lines

The limited expression of native ENV raised the question of a possible mechanism that might
be involved in increased protein synthesis after codon-optimization. Interestingly, the wild-type
envelopes of HERV-K family members contained a high number of rare leucine (CUA and UUA)



Int. ]. Mol. Sci. 2020, 21, 7855 10 of 23

or valine (GUA) coding triplets. Those codons can be seen as rare, because they are less served
through the human tRNA pool. In the sequence of codon-optimized K113 ENV 43 of these codons
were changed to the more common CUG or GUG triplets, respectively. The generation of different
codon-optimized variants of K113 ENV with partial back-mutation to respective native codons for
leucine or valine (mutcoK113) should lead to a decrease in protein synthesis through the limited
availability of tRNAs. The expression of the complete codon-optimized K113 ENV (coK113) and five
mutants including different rare codons (7x CUA; 23x UUA; 30x CUA and UUA; 13x GUA; 43x CUA
and UUA and GUA) was analyzed in four mammalian cell lines, three from human origin, HEK293,
293LTV and A549, and one originating from African green monkey, COS-7. The results of Western
blots of three independent transfection experiments of each vector normalized to expression of 3-actin
by densitometric analysis are shown (Figure 6).
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Figure 5. Influence of HERV ENV expression on antiviral response and unfolded protein response in
transfected HEK293 cells. (a) The simplified scheme shows key players of the unfolded protein response
(UPR). The ER chaperone immunoglobulin binding protein (BiP), which is encoded by the gene HSPAS5,
is transiently bound to three protein sensors anchored in the ER membrane: PKR-like ER kinase (PERK),
activating transcription factor 6 (ATF6), and inositol-requiring enzyme (IRE). If misfolded proteins
accumulate in the ER lumen, BiP selectively binds to hydrophobic regions of these proteins and detaches
from the membrane sensors at the same time. Hence, they become activated via oligomerization,
autophosphorylation, or glycosylation. As a result, a signaling cascade is triggered, which leads to
enhanced protein folding or ER-associated degradation (ERAD). The expression normalized to GAPDH
and relative to empty vector-transfected cells (dashed grey line) was determined. The graphs show
single data points and mean values + standard deviation. Statistics: one-way ANOVA with Dunnett’s
multiple comparison test; *** p < 0.001; **, p < 0.01; * p < 0.05, n = 6. (b) Relative expression of genes
involved in viral defense mechanisms after transfection of WT and codon-optimized HERV envelope
protein sequences in HEK293 cells. Expression was normalized to GAPDH and empty vector-transfected
cells were set as one (dashed grey line).

Assuming coK113 ENV levels as 100%, alterations for leucine and valine codon mutants were
calculated. In all human cell lines, we observed decreasing K113 ENV level with increasing number of
rare leucine (in total 30) codons with strongest drop in A549 cells (1/500th for mutcoK113*CUA*UUA).
Interestingly, the usage of rare leucine codons alone showed no influence on expression of ENV in
COS-7 cells. Here, we first observed decreasing protein level after introduction of rare valine codons
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(mutcoK113*GUA: 3-fold; mutcoK113*GUA*CUA*UUA: 5.6-fold). The vector with back mutations of
rare valine codon GUA led to decrease of protein synthesis in A549 cells (1/200th), whereas in contrast
no effect was measured in HEK293 cells or 293LTV cells. The vector containing all 43 rare codons
(mutcoK113*GTA*CTA*TTA) showed lower expression of K113 ENV in all three human cell lines
(HEK293: 13.5-fold; 293LTV: 1/6th), with no detectable protein in A549 cells.
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Figure 6. Expression of coK113 ENV mutants in mammalian cells. (a) Three human cell lines (HEK293,
293LTV, and A549) and monkey COS7 cells were transfected with expression vectors containing
codon-optimized (coK113) or rare codon mutants of this sequence (mutcoK113). After 24 h the cells
were harvested. Total amount of 20 pug protein from three independent experiments was analyzed by
Western blotting. For detection of ENV, staining against their C-terminal FLAG tag was performed.
As reference the expression of -actin was observed. (b) Densitometric analysis of normalized
expression level is shown. The expression of ENV precursors was measured and normalized to
expression of 3-actin by densitometric analysis using Image] software. The complete codon-optimized
ENV was set as 1. Mean and standard errors were calculated and visualized by GraphPad Prismb5.

2.6. Rare Codons have a Negative Effect on Expression of HERV-K113 Envelope Protein in a Cell-Free
Expression System

In addition to expression in mammalian cells, cell-free synthesis of K113 ENV sequences was
performed to minimize the influence of environmental factors on efficiency and reproducibility, such as
e.g., cell stress or days in culture. The quantification of absolute mRNA levels using standard curves
of WT or codon-optimized DNA vectors in qRT-PCR resulted in lower amounts of transcripts for
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the WT ENV, with 5.8 x 10~'* mol, compared to all codon-optimized variants, on average approx.
8 x 1074 mol (Figure 7a).
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Figure 7. Cell-free expression of HERV-K113 envelope variants in gRT-PCR and Western blotting
analysis. K113 envelope sequences of native (K113), codon-optimized (coK113), or its mutants with
rare codons (mutcoK113) were in-vitro transcribed into mRNA and then translated into protein in a
cell-free expression system. Mean and standard errors were calculated from at least two (four of native
and codon-optimized K113 envelope) individual experiments with GraphPad Prism5. (a) In total, 1 pug
of linearized expression vector DNA was used for generation of mRNA by transcription starting at T7
promotor site upstream of ENV by RNA polymerase. A total of, 1 ug of mRNA was reverse transcribed
into cDNA and used as template in gqRT-PCR. The calculation of absolute mRNA levels was performed
using standard curves with native or codon-optimized vector DNA, respectively. (b) In total, 4 pug of
transcribed mRNA of ENV in (a) were translated into protein using reticulocyte lysate from New Zealand
white rabbits including a mixture of all components necessary for translation. A translation reaction
without RNA and a sample of codon-optimized RNA without amino acid methionine (L-Met) served
as negative controls. An equal aliquot of all reactions was loaded for Western blotting. Densitometric
analysis was performed by using Image] software, n=4. The de-glycosylated precursor of K113 ENV
was observed at 80 kDa using anti-HERV-K-TM (HERM1811-5) antibody.

The transcript levels of mutcoK113 variant with back-mutated leucine codons CUA were increased
(1.5 x 10713 mol). In cell-free protein synthesis with rabbit reticulocyte lysate, the full-length and
de-glycosylated ENV precursor could be detected for all K113 ENV variants at 80 kDa using an
equal aliquot of all reactions in Western blotting. The expression of coK113 was increased by
six times compared to the native ENV shown by densitometric analysis of four individual experiments.
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Mutants of coK113 ENV expressed protein levels comparable to those of native ENV in two individual
experiments (Figure 7b and Supplementary Figure 510).

Although the transcript levels of the variants are almost equal to or higher than those of coK113,
protein biosynthesis seems to be impaired in all of these variants.

2.7. Inefficient Synthesis of Native HERV ENV—A Problem of Secondary RNA Structure?

The weak synthesis of native HERV ENV prompted us to investigate the folding of mRNA
secondary structures as a possible reason.

The secondary structures of WT and codon-optimized HERV ENV mRNAs of Fc1, K18 and K113
were predicted using The mfold Web Server (http://unafold.rna.albany.edu/?q=mfold; last accessed data
14.02.2020). The in-silico models of envelope RNAs revealed differences in the secondary structure of
native mRNAs compared to their codon-optimized counterparts (Figure 8). Interestingly, the calculated
minimum free energy (AG) of all codon-optimized sequences was lower than that of WT sequences.
The difference of AG of WT and codon-optimized versions was 218.95 for K113, 203.31 for K18,
and 147.93 for Fcl, respectively.

K18 coK18
AG = -467.01 ‘}\ AG = -670.32
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»

K113
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coK113
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Fc1 S coFc1
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Figure 8. In-silico models of mRNA secondary structure of cloned native and codon-optimized HERV
envelope RNAs. For all RNAs the sequence between the predicted transcription start site and the
poly(A) site from the vector pcDNA3.1(+) was used for modeling. Models were calculated using
The mfold Web Server (http://unafold.rna.albany.edu/?q=mfold, last accessed data 14.02.2020). For all
RNAs the calculated structure with the lowest AG is shown.
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3. Discussion

In the present study, we investigated the expression of three selected ENV, which are frequently
associated with inflammatory diseases and cancer.

First, we observed limited expression of native ENV by transient transfection in mammalian cells
(see Figure 1b—d). Codon optimization of sequences increasing ENV expression up to 150-fold (K113)
and 290-fold (Fcl) was essential for further analysis of maturation, glycosylation and localization. In
2009, Hanke and colleagues also observed a 50-fold increase by codon optimization for K113 ENV [36].
This deviation is probably a result of different optimization algorithms and due to use of an artificial
envelope sequence, which according to the authors corresponds to the suggested K113 ENV at the
time of integration [36]. Interestingly, the reconstructed ENV showed increased proteolytic cleavage in
SU and TM and additional glycosylation sites at the TM compared to the K113 ENV in our study [36].
We found that the majority of detected K113, Fc1, K18 and K18* ENV in all cell lysates is composed
of the unprocessed ENV precursor (Figure 2a and Supplementary Figure S1). With exception of K18
all studied ENV were glycosylated and the protein sizes after de-glycosylation corresponded to the
theoretical molecular mass of ENV precursors (K113: 80 kDa, K18*: 66 kDa, Fcl: 64 kDa). Of particular
interest is that glycosylation of K18 ENV precursor could be rescued by reconstruction of a signal
peptide sequence in K18* ENV (Figure 2a). Therefore, it can be suggested that in type 1 proviruses of
the HERV-K (HML-2) family, e.g., K18, the loss of the signal peptide sequence by the characteristically
292 bp deletion in the POL-ENV region, prevents glycosylation by an altered subcellular localization.

In double immunostaining experiments by antibody labelling of organelle marker proteins,
we demonstrated localization of HERV-K18, -Fcl, and -K113 ENV inside the ER (Figure 3c).
The appearance especially of HERV-K113 ENV in the compartment of the Golgi can also be suggested
due to (I) a partial overlap of fluorescence signals of the applied trans-Golgi network marker and
ENV (Figure 4) and (II) the cleavage of precursor proteins into subunits SU and TM as shown for
HERV-K113 (Figure 1b, Supplementary Figure S5b,c). The cleavage by furin proteases, which are active
in the Golgi apparatus, is essential in protein maturation of retroviruses promoting membrane fusion
and infectivity [37,38]. Our results for K113 ENV are in line with previous reports, detecting a reduced
surface expression in comparison to K108 ENV [39]. Our study suggests the absence of K113 ENV
at the plasma membrane as detected by immunohistochemistry and flow cytometry (Figure 3) and
could explain absence of K113 ENV in pseudotyping experiments using simian immunodeficiency
virus [39]. In this regard, an inaccessibility of the utilized antibody to its epitope is unlikely, since prior
reports using the same antibody showed HERV-K ENV on the cellular surface of transfected HeLa cells
and human PBMCs [39,40]. The accumulation of HERV ENV inside the ER was further supported by
investigating the induction of genes involved in the unfolded protein response (UPR). Overexpression
of proteins after codon-optimization lead to a strong enrichment of protein in the ER promoting
misfolding [41]. As a result, coK113 ENV and K18/coK18 ENV showed elevation of e.g., sXBP1 and
DDIT3 (Figure 5). In addition, LC-MS/MS experiments suggested a higher abundance of HSPA5
(BiP) after expression of K113/coK113 and Fcl/coFcl (Table 1). The physiological relevance of the
observations remains elusive, since it is poorly understood to what extent the expression of dormant
proviral sequences can be reactivated in the human genome. The applied codon-optimization would
mimic a stronger activation according to the low level of protein synthesis from native sequences.
Therefore, we suggest that the lack of efficient intracellular trafficking is (I) due to the defective signal
sequence in K18 or (II) inefficient cleavage of the precursor as shown for coK113. In this regard, it has
been shown previously, that inefficient cleavage of the ENV precursor interferes with intracellular
trafficking, e.g., as shown for bovine HERV-K [42]

In accordance to that, we also investigated the altered nucleotide sequence during
codon-optimization of ENV. The majority of optimized nucleotides in the ENV of K113 belonged
to triplets coding for leucine (CUA and UUA) or valine (GUA) indicating that the low protein
amounts of native ENV might be due to a limited availability of appropriate cognate t-RNAs.
Interestingly, we observed that gradually elevation of rare leucine codons in the codon-optimized
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ENV led to a decreased ENV expression in human cell lines (Figure 6). With the exception of
Ab549 cells, the re-introduction of rare valine codons only caused a reduced protein expression in
the monkey cell line, COS7. Thus, a different tRNA pool in the applied human and monkey cells
might be part of an explanation. Furthermore, we decided to investigate expression of all K113-ENV
variants in a cell-free system, which offers the advantage of a controlled transcription and translation
process. As a result, we detected the expression of all K113 ENVs as de-glycosylated precursor with
a molecular mass of 80 kDa (Figure 7b and Supplementary Figure 510). Interestingly, the native
ENV could be detected next to the codon-optimized ENV by loading equal amounts of protein lysate,
which implicates that the protein yield of native ENV was much higher in the cell-free system than
in the mammalian cells. In this regard it is of interest that we observed a discrepancy in transcript
amounts between the native and all codon optimized ENV sequences by using equal RNA amounts
for synthesis of cDNA and equal amounts of cDNA performing qRT-PCR, respectively (Figure 7a).
In-silico prediction of mRNA secondary structures using the mfold Web Server algorithm revealed (I)
an apparently different modelling of native and codon-optimized ENV and (II) a lower minimum
free energy of all codon-optimized sequences indicating a higher thermodynamic stability of these
structures (Figure 8). These increased thermodynamic stabilities might influence translation efficiency.
In addition, Zhang and colleagues observed that stable RNA secondary structures, e.g., stem loops,
could be skipped by the reverse transcriptase, resulting in shortened transcripts and early termination of
cDNA synthesis [43]. The algorithm used for codon optimization (see Section 4) considers not only the
codon usage bias but also multiple parameters influencing transcriptional and translational efficiency,
e.g., the GC content or the presence of RNA destabilizing elements. Interestingly, codon composition has
been shown to directly influence mRNA stability. The impact of codon usage on stability varies between
species or cell types [44] and cannot be predicted certainly today. Moreover, the tRNA pool seems to
be dynamic [45] and not all cells of a given species must behave identically. Codon usage has also been
shown to influence transcription independent of RNA stability [46,47]. Finally, mRNAs are subjected
to epitranscriptomic modifications that influence RNA stability and gene expression, which has been
studied especially in viruses [48,49]. All these factors might be responsible for the different impact
of codon composition on HERV ENV expression in different cell lines. The complexity of secondary
structures of native ENV should be investigated in future analysis.

4. Materials and Methods

4.1. Generation of Expression Plasmids

The cDNA for HERV-Fcl ENV was isolated from the human embryonic testicular carcinoma
cell line H12.5 [50]. The obtained sequence contained a silent mutation C705T compared to the
sequence of the reference sequence (NCBI accession no.: 105373297), which was mutated back
via site-directed mutagenesis. For subsequent cloning in expression vectors, a restriction site for
Ncol was mutated so that the silent mutation A438T was inserted (used primers are specified
in Supplementary Table S1). The sequences of the envelope proteins of HERV-K18.2 (NCBI
accession no.: 100775105) and HERV-K113 (NCBI accession no.: 17099689) were synthesized de
novo (Eurofins Genomics, Ebersberg, Germany; GenScript, Piscataway, NJ, USA). Codon-optimized
gene sequences for all three envelope genes were generated using the OptimumGene algorithm
(GenScript, Piscataway, NJ, USA). Additionally, K18* comprising a functional signal peptide was
generated by combining the codon-optimized signal sequence of HERV-K113 with codon-optimized
HERV-K18. All sequences contained a 3’-FLAG tag sequence. In addition, for HERV-Fcl, also an EGFP
was fused C-terminally. Amplification of the target sequences was accomplished by conventional
PCR using Phusion High Fidelity Polymerase (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA) according
to the manufacturer’s protocol. All used primer sequences are listed in Supplementary Table S1.
The PCR product was purified using the Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega GmbH,
Mannheim, Germany). After restriction digestion of the purified PCR product and the expression vector
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pcDNAB3.1(+) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) using appropriate restriction enzymes
(New England Biolabs, Ipswich, MA, USA) as specified in Supplementary Table S1, ligation was
performed using T4 DNA Ligase (Thermo Fisher Scientific) according to the manufacturer’s protocol
and transformed into E. coli DH5alpha. Thereafter, the DNA of one overnight colony grown in 1 mL
LB medium supplemented with selection antibiotics was isolated using Gene]JET Plasmid Miniprep
Kit (Thermo Fisher Scientific) according to the manufacturer’s protocol. The corresponding expression
vectors are designated as follows: Fcl-FLAG; Fcl-EGFP; coFcl-FLAG; K18-FLAG; coK18-FLAG,
coK18*-FLAG, K113-FLAG; coK113-FLAG, where “co” stands for codon-optimized.

4.2. Cell Lines

The human embryonic kidney cell line HEK293 [51] and the African green monkey cell line
COS-7 [52] was obtained from the Deutsche Sammlung fiir Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ),
Braunschweig, Germany). 293LTV cells were obtained from Cell Biolabs, San Diego, CA, USA.
The human glioblastoma cell line LN-405 [53] was a kind gift from 1. Schulz, Probiodrug AG,
Halle, Germany. The human lung adenocarcinoma cell line A549 [54] was obtained from
CLS, Eppelheim, Germany. HEK293 cells, LN-405 cells, and COS-7 cells were grown in
DMEM (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), supplemented with 10% FBS (Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA). 293LTV cells were grown in DMEM, supplemented with 10% FBS, 1x GlutaMAX
(Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) and 1x non-essential amino acids (Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA). A549 cells were cultivated in RPMI1640 medium supplemented with 10% FBS.
All cell lines were cultivated at 37 °C with 5% CO, (HEK293, 293LTV, COS-7) or 10% CO, (LN-405).

4.3. Transfection

Unless otherwise stated, cells were seeded at 1.4 x 10 cells/well (HEK293 cells), 1.2 x 10° cells/well
(293LTV cells), 0.4 x 10° cells/well (COS-7 cells), or 1.3 x 10° cells/well (A549 cells) in 6-well plates.
After 24 h, transfection with the appropriate vectors using Opti-MEM reduced-serum medium
(Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) and Lipofectamine 2000 (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA)
was carried out according to the manufacturer’s protocol. In total, 4 ug vector and 7.5 pL Lipofectamine
2000 were used for each well. Empty vector-transfected cells served as controls. The transfected cells
were incubated for 24 h before further use.

4.4. Protein Extraction

Cells were detached from the culture flask by incubation with trypsin (Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA) and separated from the cell culture medium by centrifugation (300X g, 5 min).
The cell pellet was washed twice with 0.5 mL cold PBS (300 g, 5 min). The cells were then resuspended
in 200 uL cell extraction buffer (CEB, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) supplemented with 10 mM
AEBSF Protease Inhibitor (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) and 1x Complete Mini EDTA-free
Protease Inhibitor Cocktail (Roche Diagnostics GmbH, Basel, Switzerland) and incubated on ice for
30 min with regular mixing. After centrifugation at 13,000x g for 30 min at 4 °C, the cell lysates were
transferred to new reaction tubes. The concentration was determined by UV/VIS spectrophotometry
using Bradford reagent. For LC-MS/MS analysis, pellets of HERV-expressing HEK293 cells were
dissolved in 75 uL of 0.1% (w/v) SDS (in 50 mM NH4HCOj3, pH 8.0), incubated for 10 min at 95 °C,
and chilled on ice for 5 min. Then, 75 pL of cell extraction buffer (Invitrogen, FNN0011) were added
and samples were again incubated on ice for 30 min and subsequently treated with ultrasound for
2 min. Cell debris were removed by centrifugation (10 min with 16,000 g at 4 °C) and 100 pL of the
supernatant were mixed with 25 pL of 5 X SDS sample buffer.
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4.5. Deglycosylation

Deglycosylation was carried out using the PNGase F Deglycosylation Kit (New England Biolabs,
Ipswich, MA, USA) on 20 g total protein lysates under denaturing reaction conditions according to
the manufacturer’s protocol. A reaction mixture without PNGase F served as control.

4.6. SDS-PAGE

SDS polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) was performed according to Laemmli [55].
The polyacrylamide gels used contained a stacking gel fraction (5% acrylamide) and a separating gel
fraction (10% or 12% acrylamide). The samples were mixed with reducing sample buffer and boiled
at 95 °C for 10 min before application. Electrophoretic separation was performed at 90 V (20 min),
followed by 140 V.

For LC-MS/MS analysis, samples were incubated for 5 min at 95 °C and subsequently allowed to
cool down at room temperature. Then, 50 pL of each sample were applied on a 6% stacking gel and run
with 60 V for 25 min. Proteins were stained with Coomassie Brilliant Blue for 30 min at room temperature
and de-stained with MeOH/H,O/acetic acid (500/400/100; v/v/v) for 2 h (Supplementary Figure S11).

4.7. Western Blot Analysis

SDS gels, the nitrocellulose membrane (GE Life Sciences, Freiburg, Germany), and four filter
papers were soaked in Towbin Buffer (0.025 mol/L TRIS pH 8.3; 0.192 mol/L glycine; 20% (v/v)
methanol) for at least 20 min. Protein transfer to the nitrocellulose membrane was performed with
a semidry blot system under a constant electrical voltage of 15 V for 45 min. The membrane was
then incubated for 1 h in blocking buffer (5% (w/v) milk powder in TBS-T), followed by incubation
with the appropriate primary antibody in blocking buffer at 4 °C for 12-16 h. For detection of the
FLAG tag, anti-DYKDDDDK antibody (Cell signaling, Cambridge, Great Britain) diluted 1:1000 was
used. For detection of the HERV-K, TM subunit anti-HERV-K TM HERM1811-5 and anti-HERV-K
SU HERM1821-5 (Austral Biologicals, San Ramon, CA, USA) diluted 1:1000 were used. Please refer
to Supplementary Table S2 for a complete list of applied antibodies. Thereafter, the membrane
was washed three times in TBS-T for 10 min each before incubation with secondary antibodies
anti-rabbit IgG-HRP (Cell signaling, Cambridge, Great Britain) or anti-mouse IgG-HRP (Cell signaling,
Cambridge, Great Britain) diluted 1:2000 for 1 h at room temperature. After two washes in TBS-T and
one wash in TBS, immunodetection by chemiluminescence was performed using the SuperSignal West
Pico/Femto Chemiluminescent Substrate Kit (Thermo Fisher Scientific) according to the manufacturer’s
instructions. The signal strength of the chemiluminescent signals was recorded using the Fusion FX-7
imager (Vilber Lourmat Deutschland GmbH, Eberhardzell, Germany).

4.8. Sample Preparation for Mass Spectrometry

Proteins from SDS gels were excised and Coomassie Brilliant Blue was removed by repeated
incubation (five cycles at 30 min) in 100 mM NH4HCOj3 (in H,O, pH 8.0) and 100 mM NH,HCO3
(in ACN/H,O (500/500; v/v), pH 8.0) at 37 °C. Gel bands were dehydrated by incubation in neat ACN
for 10 min and finally dried by rotational vacuum concentration (10 min at #30 °C). Disulfide bonds
were reduced by incubation in DTT solution for 45 min at 50 °C. Samples were allowed to cool down
and DTT was exchange for iodoacetamide solution. Alkylation of cysteine residues was carried out for
1 h at room temperature in the dark. The iodoacetamide solution was discarded and gel bands were
washed 2x with 100 mM NH4HCO; followed by dehydration in neat ACN for 10 min and drying by
rotational vacuum concentration (10 min at =30 °C).

Trypsin (Promega, V5280) stock solution (c = 1 pg/uL) was thawed on ice and diluted 1:50
with 40 mM NH4HCOj3; (in H,O/ACN (900/100; v/v), pH 8.0). Gel bands were incubated for 1 h at
room temperature with 75 pL of digestion solution. The latter was removed and 150 pL of 40 mM
NH4HCO;3 (in HyO/ACN (900/100; v/v), pH 8.0) were added. Gel bands were incubated for 8 h at
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37 °C. Afterwards, proteolytic peptides were extracted by incubation of the gel bands in H,O with
frequent vortexing and treatment with ultrasound for 1 min. This extraction step was repeated with
ACN/H,O/TFA (500/450/50; v/vfv) and neat ACN. Digestion buffer and extraction solutions of each
sample were combined in one tube and subsequently concentrated by rotational vacuum concentration
(1 hat =30 °C). Concentrated gel extracts were purified with Cyg stage-tips (10 layers). Elution was
carried out with 10 uL of ACN/H,O/FA (600/390/10; v/v/v).

4.9. LC-MS/MS Data Acquisition and Analysis

Samples were analyzed on an Ultimate 3000 RSLC nano-HPLC system coupled with an Orbitrap
Fusion mass spectrometer (Thermo Fisher Scientific). Chromatography was performed by applying
240-min gradients with reversed phase C18 columns (LWPAC 900 nL C18 trapping column and pPAC™
50 cm C18 chip-based separation column, Pharmafluidics). For MS data acquisition, a data-dependent
top 5s method was used. FTMS survey scans were acquired in the m/z range 300-1700 (R = 120,000 at
m/z 200). MS/MS scans of the most abundant signals of the survey scan were acquired in parallel by
FTMS and ITMS. For FITMS higher energy collision-induced dissociation (HCD) was used with 27%
normalized collision energy (NCE), an isolation window of 1.5 Th and an intensity threshold of 30,000.
For ITMS collision induced dissociation (CID) was used with a NCE of 35%, an isolation window of
2.2 Th, and an intensity threshold of 5000). Dynamic exclusion was enabled and exclusion time was set
to 60 s.

Data analysis was carried out with PEAKS Studio (version 7.5) using the human sequences of the
UniProt/SwissProt database (release 2019_11). Refinement of raw mass spectrometry data included
merging of MS/MS scans (0.1 min retention time window, 5.0 ppm precursor m/z error tolerance,
merging of CID and HCD scans was enabled) and precursor mass correction. The database search
was performed using the following mass tolerances: 5.0 ppm for MS and 20 mDa for MS/MS. The
maximum number of both, post-translational modifications per peptide and missed cleavage sites, was
3. Non-specific proteolytic cleavage was allowed for both termini. The FDR value was set to 0.01%.

4.10. Flow Cytometry

A total of 24 h after transfection the cells were washed with PBS and incubated with Accutase
(PAA Laboratories, Pasching, Germany) for 5 min at room temperature to remove them from the
cell culture vessel. Flow cytometry was performed essentially using standard methods. In short,
cells were incubated with anti-HERV-K TM HERM1811-5 (diluted 1:500 in staining buffer) for 45 min
on ice. Goat anti-mouse Cy2 (Supplementary Table S3), diluted 1:200 in staining buffer, was used as
secondary antibody for 45 min on ice in the dark. After two washes with staining buffer the cell pellet
was finally resuspended in 100 uL PBS. For intracellular staining, the protocol was essentially the
same except for fixation (4% PFA) and permeabilization (0.1% saponin in PBS) steps before application
of the primary antibody. The samples were analyzed using a FACSCalibur (Becton Dickinson,
Franklin Lakes, NJ, USA). For each sample 10,000 cells were counted. Data analysis was performed
with the Flow]Jo v10.3 software (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA).

4.11. Immunocytochemistry

Cells were seeded at 7 x 10* cells/well (293LTV cells) or 4 x 10* cells/well (LN-405 cells, COS-7 cells)
in chamber slides and 24 h later cells were transfected with appropriate vectors as described before
using 0.7 ug vector and 2 uL Lipofectamine 2000 per well. The following day the cells were washed
with PBS (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) and fixed in 4% PFA in PBS for 15 min at room
temperature. This was followed by a PBS washing step and a 5-min incubation with 50 mM ammonium
chloride in PBS to quench aldehyde autofluorescence. The cells were then permeabilized for 10 min
with 0.1% saponin in PBS (PBS-S), incubated for 30 min in blocking buffer (0.1% saponin, 3% goat
serum (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) in PBS), and incubated overnight at 4 °C with the
appropriate primary antibody diluted in blocking buffer. The cells were then washed twice with PBS-S
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and incubated for 1 h with the appropriate secondary antibody in blocking buffer. After two washes
with PBS-S and PBS each, the cells were incubated for 2 min in the dark with DAPI staining solution
(5 ng/mL, Molecular Probes, Eugene, OR, USA) and then washed twice with PBS. Finally, the cells
were embedded in Citifluor AF1 mounting medium (Citifluor, Hatfield, PA, USA) and sealed with
cover glasses. Unless otherwise indicated, all incubation steps were performed at room temperature.
If the localization of HERV ENV on the cell surface was to be checked, the permeabilization step
and the use of saponin were omitted in all subsequent steps. If a HERV ENV coupled to EGFP was
transfected, the cells were only fixed as described above, incubated with ammonium chloride, and DAPI
stained before they were cover slipped. All used antibodies with corresponding dilutions are listed
in Supplementary Table S3. The fluorescence images were taken with a 40x or 63X water immersion
objective using a laser scanning microscope LSM 780 (Carl Zeiss AG, Oberkochen, Germany).

4.12. RNA Extraction and cDNA Generation

Total RNA was isolated using the NucleoSpin XS kit (Macherey-Nagel, Diiren, Germany) as
specified by the manufacturer. Transcription into complementary DNA (cDNA) was accomplished by
mixing 200 ng total RNA with 1 uL of 100 puM random hexanucleotide primers (Roche Diagnostics GmbH,
Basel, Switzerland), 1 pnL of 10 mM dNTPs (Thermo Fisher Scientific), filled to 14 puL with nuclease-free
water and incubated for 5 min at 65 °C. Then, 4 uL first-strand 5 X buffer (Thermo Fisher Scientific),
2 uL of 100 mM DTT solution (Thermo Fisher Scientific), 0.5 pL SuperScript II reverse transcriptase
(Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), and 1.5 uL nuclease-free water were added. The preparation
was incubated for 10 min at 25 °C, followed by 50 min at 42 °C and finally 15 min at 70 °C.
For quantification of in vitro transcribed HERV ENV, 1 ug RNA was diluted in 16 pL nuclease-free
water and 4 uL of cDNA mix (qScript cDNA Synthesis Kit, QuantaBio), containing reverse transcriptase,
enzymes, and buffer, was added. Synthesis was done in three steps: 5 min at 22 °C, 30 min at 42 °C,
and 5 min at 85 °C. The transcribed cDNA was stored at —20 °C.

4.13. Quantitative Real Time PCR (qRT-PCR)

Quantification of gene expression by qRT-PCR was performed using PowerUP SYBR Green
Mastermix (ThermoFisher, Germany). Each reaction contained 12.5 ng of cDNA, 500 nM of forward
and reverse primer, 5 uL 2 X PowerUP SYBR Green Mastermix and 4 pL of water. Used primer
sequences are listed in Supplementary Table S4. For amplification a QuantStudio3 cycler (ThermoFisher)
with QuantStudio Design and Analysis Software v.1.4.3 was used. After an initial denaturation step at
95 °C for 10 min, amplification was performed by 40 cycles with denaturation at 95 °C for 15 s and
primer annealing and extension at 60 °C for 60 s. Two to three technical replicates were measured for
each sample in six independent experiments (biological replicates). GAPDH was used as reference gene
for normalization and quantification was performed according to the 2CA(*)C) method [56]. To quantify
in vitro transcribed RNA qRT-PCR, GoTaq qPCR Master Mix (Promega, Walldorf, Germany) was used.
In this case, a 20 pL-reaction with 10 pL (2x) SybrGreen mix, 1250 nM forward and reverse primer,
nuclease-free water, and 1 pL. cDNA was mixed. Standard curves with serial dilutions of plasmid
DNA containing WT or codon-optimized K113 ENV sequences were used for calculation of absolute
amounts. As reference, the amplification of a vector specific target (neomycinR) was analyzed.

4.14. Cell-Free In Vitro Transcription and Translation

All expression vectors containing K113 ENV sequences were digested after the poly(A) site using
restriction enzyme Smal (10 U/uL, ThermoScientific) at 30 °C for 4 h. After inactivation at 65 °C for
20 min, the reaction was loaded with 6x DNA loading dye on a 1% agarose gel and the linearized vector
was eluted with GeneJet Gel Extraction Kit (ThermoScientific) according to manufacturer’s protocol.
In vitro transcription starting at the T7 promotor was performed with 1 ug linearized vector according
to the manufacturer’s protocol (MEGAscript T7 Kit, ThermoScientific) at 37 °C for 4 h. For DNA digest,
1 uL of TURBO DNase Kit was applied to the mixture and incubated for 15 min. The transcribed mRNA
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was precipitated with lithium chloride suspension and finally resuspended with 60 pL nuclease-free
water. The concentration was measured using spectrophotometer NanoDrop2000 and aliquots of
mRNA were stored at —80 °C.

Cell-free protein synthesis was performed using the Rabbit Reticulocyte Lysate System (Promega).
In total, 4 ug in vitro transcribed mRNA of all K113 ENV was used per reaction. A total of 1 pL of
RiboLock RNase inhibitor (ThermoScientific) was used. One reaction without RNA and one reaction
without the amino acid L-methionine were used as negative controls. The reactions were set up
according to manufacturer’s protocol and incubated in a water bath at 30 °C for 90 min. Subsequently,
the digestion of RNA was done using RNaseA (ThermoScientific) at final concentration of 0.2 mg/mL
for 5 min. The tubes were set on ice for 10 min to stop the reaction. The translation reaction was stored
in SDS sample buffer at —20 °C. For further analysis of protein by SDS-PAGE, an aliquot of 12 uL. was
mixed with SDS sample buffer and nuclease-free water to 60 uL and boiled for 5 min at 95 °C.

4.15. In-Silico Determination of mRNA Secondary Structure

The in-silico prediction of mRNA secondary structure was performed using The mfold Web Server
(http://unafold.rna.albany.edu/?q=mfold; last accessed data 14.02.2020) [57]. The nucleotide sequences
starting at the putative transcription start site and ending at the poly(A) site of the vectors with cloned
wildtype or codon optimized HERV ENV of K18, K113, and Fcl were analyzed.

4.16. Statistics

For comparison of relative mRNA levels measured with qRT PCR one-way ANOVA followed by
Dunnett’s multiple comparison test was performed. Statistical significance was indicated by asterisks
(*, p < 0.05; **, p < 0.001).

Supplementary Materials: Supplementary Materials can be found at http://www.mdpi.com/1422-0067/21/21/
7855/s1.
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Supplementary Table S1. List of Primers for cloning HERV sequences. The primer sequences show
restriction sites in bold and the respective tag underlined.

Primer name

Fcl mut C705T _for
Fcl mut_C705T rev
Fcl mut A438T for
Fcl_mut_A438T rev
pcDNA_Fcl-Flag_for;
pcDNA_Fcl-EGFP_for
pcDNA_Fcl-Flag_rev;
pcDNA_coFcl-Flag_rev
pcDNA_Fcl-EGFP_rev
pcDNA_coFcl-Flag_for
pcDNA_K18-Flag_for
pcDNA_K18-Flag_rev

pcDNA_coK18-Flag_for

pcDNA_coK113-Flag_for;
pcDNA_coK18*Flag_for
pcDNA_coK113-Flag rev
pcDNA _coK18*-Flag rev;
pcDNA_coK18-Flag_rev

Sequence 5'-3

CCTAGTCCGCCACGGGGCTCGCCTTG
CAAGGCGAGCCCCGTGGCGGACTAGG
CCTAGTCCGCCACGGGGCTCGCCTTG
CAAGGCGAGCCCCGTGGCGGACTAGG
TATAGGATCCATGGGCAGACCTTCCCCAC

TATAGCGGCCGCTCACTTGTCGTCATCGTCTT
TGTAGTCTCTGGCTGCTTCCTGCTG
TATAGCGGCCGCTTTCTGGCTGCTTCCTGCTG
TATAGGATCCATGGCCCGCCCTTCAC
TATAAAGCTTATGGTAACACCAGTCACATG
TATAGCGGCCGCTCACTTGTCGTCATCGTCTT
TGTAGTCTGGCCCGTTCTCGATGTC
ATATAAGCTTGCCGCCACCATGGTGACACCT
GTGACTTG
ATGCATCTAGATAAGCTTGCCGCCACCATG

CGATGCGGCCGCTTACTTATCGTCATC
CGATGCGGCCGCTTATTTATCGTCATC

Restriction site

BamHlI
Notl
Notl
BamHlI
Hindlll
Notl
Hindlll
Hindlll

Notl
Notl



Supplementary Table S2. Antibodies used for Western Blot analysis

Name Type Organism | Dilution | Manufacturer
anti-DYKDDDDK (FLAG) tag | primary rabbit 1:1000 gzmﬁgggn%reat Britain
anti-HERV-K TM HERM1811-5 | primary mouse 1:1000 é;f]tg{aiig:%‘z'%s A
Anti-HERV-K SU HERM1821-5 | primary mouse 1:1000 é;f]tg{aiig:%‘z'%s A
anti-p-Aktin primary rabbit 1:1000 gg:”lnziﬁggg?%reat Britain
anti-mouse IgG-HRP secondary | horse 1:2000 gg:”lnziﬁggg?%reat Britain
anti-rabbit IgG-HRP secondary | goat 1:2000 Cell signaling,

Cambridge, Great Britain




Supplementary Table S3. Antibodies used for immunofluorescence and FACS analysis

Antibody Dilution Manufacturer

anti-DYKDDDDK (FLAG) tag 1:800 Cell signaling, Cambridge, Great Britain
anti-HERV-K TM HERM1811-5 1:500 Austral Biologicals, San Ramon, CA, USA
anti-calnexin 1:50 Cell signaling, Cambridge, Great Britain
anti-golgin-97 1:100 Cell signaling, Cambridge, Great Britain
anti-GP73 1:50 Santa Cruz, Heidelberg, Germany
anti-tubulin-a 1:250 BioLegend, San Diego, USA

Cy™2 anti-rabbit IgG 1:200 Dianova, Hamburg, Germany

Cy™2 anti-mouse IgG 1:200 Dianova, Hamburg, Germany

Cy™3 anti-rabbit IgG 1:400 Dianova, Hamburg, Germany

Cy™3 anti-mouse IgG 1:200 Dianova, Hamburg, Germany




Supplementary Table S4. Primer sequences for qRT PCR

Target gene

Sequence of forward primer 5'-3°

Sequence of reverse primer 5'-3*

DDIT3 TTGCCTTTCTCCTTCGGGAC TGATTCTTCCTCTTCATTTCC
APOBEC3B CCATCCTCTATGGTCGGAGC GAGGCTTGAAATACACCTGGC
APOBEC3G GCATCGTGACCAGGAGTATGA GTCAGGGTAACCTTCGGGT
MOV10 GGGCCAGTGTTTCGAGAGTTT TCTTGGTGACGTAGGCCAGA
HSPAS5 GAACGTCTGATTGGCGATGC TCAACCACCTTGAACGGCAA
sXBP1 CTGAGTCCGCAGCAGGTG ATGACTGGGTCCAAGTTGTCC
ATF4 TCCAACAACAGCAAGGAGGAT TCCAACGTGGTCAGAAGGTC
GAPDH ACCCAGAAGACTGTGGATGG TTCTAGACGGCAGGTCAGGT
K113 ENV CCTTGTGTGCCTGTTTTGTC ATCTCTCTTGCTTTTCCCCACA
coK113 ENV TGTCTGCTGCTGGTGTATAGG ATCTGGTCCCTTTTGCTTTTGC
NeoR AGACAATCGGCTGCTCTGAT AGTGACAACGTCGAGCACAG

HPRT1

ACCAGTCAACAGGGGACATAA

CTTCGTGGGGTCCTTTTCACC




Supplementary Figure S1

kDa K113 coK113

vector
_ control

ANAdH

ACTB

Supplementary Figure S1. Representative Western Blot Image showing the expression of K113 and
codon-optimized coK113 in HEK 293 cells in relation to the loading control ACTB (beta-Actin).
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Supplementary Figure S2. Sequence coverage for the envelope proteins of the (a) endogenous
retrovirus group Fcl (UniProt: P60507) identified in HEK293 cells expressing coFcl, (b) endogenous
retrovirus group K member 113 (UniProt: Q902F9) identified in HEK293 cells expressing K113 and (c)

endogenous retrovirus group K member 113 (UniProt: Q902F9) identified in HEK293 cells expressing
CcoK113.
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Supplementary Figure S3. Time-dependent expression of WT and codon-optimized variants of K113
and K18. Cell harvest was 24h and 48h post-transfection. For each time-point, 40 ug of cell lysate (Lys)
and 20 pl of cell culture supernatant (Sup) were analyzed using a HERV-K antibody specific for the

surface unit. HERV expression was compared to empty vector control (neg).



Supplementary Figure S4
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Supplementary Figure S4. Entire image of the blot used for densitometric quantification of
expression increase caused by codon-optimization and depicted as Fig. 1d in the main body of the

manuscript.
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Supplementary Figure S5. (a) No glycosylation of HERV-K18 ENV without signal peptide in transfected
HEK293 cells. Cell lysates were analyzed via Western blot 24 h after transient transfection of HEK293
cells with expression plasmids containing codon-optimized (co) sequence of the envelope proteins of
HERV-K18 and subsequent treatment with (UG) or without (G) de-glycosylating agent PNGase F. Each
lane was loaded with 20 ug total protein. (b) and (c) The cleavage of the precursor (pre) of coK113 into
SU and TM is visible, whereby only the precursor and TM were detected by the anti-HERV-K TM
HERM1811-5 antibody (two independent experiments). In (b) empty vector-transfected cells served as

negative control (neg).
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Supplementary Figure S6
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Supplementary Figure S6. Dot plots of HEK293 as determined by FACS analysis. (a) Native HEK293
cells were compared to (b) HEK293 cells incubated with Cy2-labled secondary antibody goat anti-

mouse 1gG. No unspecific adhesion to HEK293 cells was observed.
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Supplementary Figure S7
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Supplementary Figure S7. Localization of HERV ENV with a-tubulin in transfected LN405 cells.
Fluorescence microscopic images showing the subcellular localization of specified HERV ENV and a-
tubulin in transiently transfected LN405 cells. The merge image is a z-projection (maximum intensity)
of the 3 recorded channels (green: HERV ENV, red: a-tubulin, blue (DAPI): cell nucleus). Pixels with
red and green fluorescence appear yellow. The detection of the envelope proteins was performed
using anti-HERV-K-TM antibody HERM1811-5 (coK18, coK18*, coK113) or EGFP tag (Fcl). The a-

tubulin was visualized by an anti-tubulin-a antibody. Scale bar: 20 um.
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Supplementary Figure S8. Sequence coverage for the endoplasmic reticulum chaperone BiP
(UniProt: P11021) identified in (a) the empty vector (ocDNAS3.1)-expressing HEK293 cells, (b) K113-

expressing HEK293 cells, (c) coK113-expressing HEK293 cells, (d) Fcl-expressing HEK293 cells and

(e) coFcl-expressing HEK293 cells.
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Supplementary Figure S9
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Supplementary Figure S9. (a) Comparison of 2022 values for HSPA5 and APOBEC3G in HEK293
cells. Expression of HSPA5 and APOBEC3G was analyzed in transfected HEK293 cells by quantitative

PCR. The expression was normalized to GAPDH. (b) Relative gene expression of additional genes

involved in viral defense mechanisms after transfection of codon-optimized HERV envelope protein
sequences studied in COS-7 cells (APOBEC3B) or HEK293 cells (BST2, TRIM22). The expression was

normalized to GAPDH and relative to empty vector-transfected cells (dashed grey line)
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Supplementary Figure S10
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Supplementary Figure S10. Cell-free expression of HERV-K113 envelope variants. 4 ug of transcribed
MRNA of K113 envelope sequences were translated into protein using reticulocyte lysate from New
Zealand white rabbits including mixture of all components necessary for translation. Three independent
experiments of wildtype and codon-optimized and one experiment of mutant variants of codon-optimized
K113 envelope protein are shown. A translation reaction without RNA served as negative control. An
equal aliquot of all reactions was loaded for Western blotting. The non-glycosylated precursor of K113
ENV was observed at 80 kDa using anti-HERV-K-TM (HERM1811-5) antibody. Densitometric analysis
of expression level is shown in Figure 7 of the manuscript.
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Supplementary Figure S11
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Supplementary Figure S11. 6 % PAA stacking gel used to focus cellular lysates that were subsequently

applied to tryptic digestion and LC-MS/MS analysis.
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2.2. Overexpression of Endogenous Retroviruses and Malignancy Markers in

Neuroblastoma Cell Lines by Medium-Induced Microenvironmental Changes

2.2.1. Zusammenfassung

Im Sduglings- und Kindesalter ist das Neuroblastom (NB) der am haufigsten auftretende solide
Tumor auBerhalb des Zentralnervensystems. NB sind biologisch sehr heterogen. Bei Patient:innen
mit fortgeschrittenen, metastasierenden Tumoren sind Therapieversagen und eine schlechte
Prognose oft durch Resistenzen gegen Chemo- oder Immuntherapie gekennzeichnet. Daher
scheint die Identifizierung robuster Biomarker flr das Verstandnis der Tumorprogression und die
Entwicklung wirksamer Therapien unerlasslich. In dieser Studie haben wir die Expression von
HERVs als potenzielle Zielstrukturen in NB-Zelllinien wéhrend der Inkubation in Standard-,
sowie Stammzell-Medium mit und ohne FBS-Serum untersucht. Mittels quantitativer PCR wurde
beobachtet, dass die relative Expression der HERV-K (HML-2)-Familie und von HERV-W1 ENV
in allen drei untersuchten NB-Zelllinien durch Inkubation in Serum-depletiertem Stammzell-
Medium erhoht war. Mittels eines Mapping-Verfahrens mit einem in unserem Labor designten
Virus-Transkriptom stellten wir die Aktivierung von drei endogenen Retrovirus-Elementen:
HERV-R ENV (ERV3-1), HERV-E1 und HERV-Fc2 ENV (ERVFC1-1) in NB-Linien in Serum-
freiem Stammzell-Medium fest. Bekannte Malignitatsmarker in NB, z. B. onkogenes MYC oder
MYCN, wurden in den drei untersuchten NB-Zelllinien sehr heterogen exprimiert, wobei sie durch
das Serum-freie Stammzell-Medium in den jeweiligen Zelllinien ebenfalls hochreguliert wurden.
Dartiber hinaus veranderten SiMa-Zellen in Stammzell-Medium ihren Pha&notyp von locker
adhédrenten Monolayern zu schwach proliferierenden traubenartigen Zellaggregaten in
Suspension, was mit einer verstarkten CD133-Expression einherging. Interessanterweise war die
Uberexpression von HERVs sowohl in der quantitativen PCR-, als auch in der Analyse mittels
RNAseg mit einem signifikanten Anstieg des Immun-Checkpoint-Molekiils CD200 verbunden,
was auf einen Tumor-Escape-Mechanismus in NB-Zelllinien hindeuten kénnte.

69



2.2.2. Darlegung des Eigenanteils und Zitierung

Im Folgenden ist der experimentelle und schriftliche Eigenanteil aller Autoren prozentual
angegeben und die Beteiligung mehrerer Personen an der Verdffentlichung durch einen Betreuer
bestétigt.

Publikation 1I:

Wieland, L., Engel, K., Volkmer, 1., Kriiger, A., Posern, G., Kornhuber, M. E., Staege, M. S., &
Emmer, A. (2021). Overexpression of Endogenous Retroviruses and Malignancy Markers in
Neuroblastoma Cell Lines by Medium-Induced Microenvironmental Changes. Frontiers in
oncology, 11, 637522. https://doi.org/10.3389/fonc.2021.637522

Tabelle 3: Ubersicht zu den Beitragen aller Autoren der Publikation I1.

Entwurf Umsetzung Auswertung | Schreiben
(Design) (Implementation) | (Analysis) (Writing)
Wieland, L. 40 % 80 % 80 % 65 %
Engel, K. 10 % 10 %
Volkmer, I. 5% 5%
Kriger, A. 5% 5%
Posern, G. 10 %
Kornhuber, M. E. 5% 5%
Staege, M. S. 40 % 10 % 10 %
Emmer, A. 10 % 5%

70


https://doi.org/10.3389/fonc.2021.637522

Datum: 15.03.2024

Lisa Wieland Dr. med. Alexander Emmer

2.2.3. Bestiitigung des Betreuers der Dissertation von Frau Lisa Wieland

Hiermit bestatige ich als Betreuer der o. g. Dissertation, dass die gemeinsame Arbeit mehrerer

Personen an der Arbeit durch den Forschungsgegenstand gerechtfertigt ist.

Mit freundlichen Griiflen,

Dr. med. Alexander Emmer

Datum: 15.03.2024

Nachfolgend sind die Publikation und die supplementiren Daten aufgefiihrt.

71



:\' frontiers
in Oncology

ORIGINAL RESEARCH
published: 07 May 2021
doi: 10.3389/fonc.2021.637522

OPEN ACCESS

Edited by:

Tara Patricia Hurst,
Birmingham City University,
United Kingdom

Reviewed by:

Alessandro Giovinazzo,

National Research Council (CNR), Italy
Hervé Perron,

Geneuro Innovation, France

*Correspondence:
Martin S. Staege
martin.staege@uk-halle.de

Specialty section:

This article was submitted to
Cancer Molecular Targets
and Therapeutics,

a section of the journal
Frontiers in Oncology

Received: 03 December 2020
Accepted: 09 April 2021
Published: 07 May 2021

Citation:

Wieland L, Engel K, Volkmer |,
Krager A, Posern G, Kornhuber ME,
Staege MS and Emmer A (2021)
Overexpression of Endogenous
Retroviruses and Malignancy
Markers in Neuroblastoma Cell
Lines by Medium-Induced
Microenvironmental Changes.
Front. Oncol. 11:637522.

doi: 10.3389/fonc.2021.637522

Check for
updates

Overexpression of Endogenous
Retroviruses and Malignancy
Markers in Neuroblastoma Cell
Lines by Medium-Induced
Microenvironmental Changes

Lisa Wieland 2, Kristina Engel?, Ines Volkmer?, Anna Kriiger?, Guido Posern?,
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and Conservative Pediatrics and Adolescent Medicine, Medical Faculty, Martin Luther University Halle-Wittenberg, Halle,
Germany, 2 Institute for Physiological Chemistry, Medical Faculty, Martin Luther University Halle-Wittenberg, Halle, Germany

Neuroblastoma (NB) is the commonest solid tumor outside the central nervous system in
infancy and childhood with a unique biological heterogeneity. In patients with advanced,
metastasizing neuroblastoma, treatment failure and poor prognosis is often marked by
resistance to chemo- or immunotherapy. Thus, identification of robust biomarkers seems
essential for understanding tumor progression and developing effective therapy. Here, we
have studied the expression of human endogenous retroviruses (HERV) as potential
targets in NB cell lines during stem-cell medium-induced microenvironmental change.
Quantitative PCR revealed that relative expression of the HERV-K family and HERV-W1
ENV were increased in all three NB cell lines after incubation in stem-cell medium. Virus
transcriptome analyses revealed the transcriptional activation of three endogenous
retrovirus elements: HERV-R ENV (ERV3-1), HERV-E1 and HERV-Fc2 ENV (ERVFC1-1).
Known malignancy markers in NB, e.g. proto-oncogenic MYC or MYCN were expressed
highly heterogeneously in the three investigated NB cell lines with up-regulation of MYC and
MYCN upon medium-induced microenvironmental change. In addition, SiMa cells
exclusively showed a phenotype switching from loosely-adherent monolayers to low
proliferating grape-like cellular aggregates, which was accompanied by an enhanced
CD133 expression. Interestingly, the overexpression of HERV was associated with a
significant elevation of immune checkpoint molecule CD200 in both quantitative PCR and
RNA-seq analysis suggesting tumor escape mechanism in NB cell lines after incubation in
serum-free stem cell medium.

Keywords: endogenous retrovirus, human endogenous retrovirus, neuroblastoma, CD133, CD200, biomarker
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HERV Activation in Neuroblastoma Cells

INTRODUCTION

In the course of evolution, a large number of retroviral elements
have entered the genome of vertebrates. Since integration
occurred by infection of the germ line with their exogenous
relatives, the resulting proviruses of the so-called endogenous
retroviruses (ERV) can be transmitted vertically as a host allele
(1, 2). The human genome is comprised of approximately 8% of
such elements (3, 4). During their long persistence in the
genome, the proviruses suffered from multiple inactivation or
silencing mechanisms that lead to disruption of open reading
frames (ORF) by mutations and to defective protein products in
nearly all human HERV (5). Nevertheless, there are few HERV
with almost complete ORF, which are able to form functional
proteins even if their intracellular trafficking seems to be
inefficient (6).

As most controversially discussed HERV, the envelope (ENV)
of the HERV-W locus on chromosome 7 (NCBI accession no.:
NP_001124397.1; also known as ERVWE-1) can be mentioned.
The encoded protein called syncytin-1 is expressed in the
placenta, where it mediates cytotrophoblast fusion to the
syncytiotrophoblast layer based on its fusogenic properties (7,
8). On the other hand, activation of HERV-W ENV has been
associated with neurological disorders like multiple sclerosis
(MS) due to its localization in brain lesions and detection of
anti-HERV-W antibodies in sera of MS patients (9-11). In
addition to the usual increase in autoreactive antibodies in the
course of activation of the immune system (12), abnormally
expressed HERV-W ENV has been shown to trigger
inflammatory cascades including polyclonal activation of T
lymphocytes [reviewed in (13)]. Another HERV that was
associated more recently with autoimmune disorders is the
ENV of HERV-Fcl (NCBI accession no.: XM_011531085.2)
(14, 15). Interestingly, the HERV-Fc family has an only limited
expansion with six known proviruses in the human genome (16).
Among the HERV families, HERV-K (HML-2) is the most active
family, which comprises several complete members due to still
ongoing fixation in the human population (17-19). Stronger
expression of HERV-K family members including their group-
specific antigens (GAG) has been mainly identified in tissues and
cell lines established from different types of tumors including
germ cell tumors, lymphoma, sarcoma and melanoma (20-25).
Like melanoma, neuroblastoma (NB) is a tumor originating from
cells of the neural crest and unique for its heterogeneity. NB is
the most frequent solid tumor outside the central nervous system
in infants and children with an incidence of approximately 10
cases per million children under 15 years of age (26). An
important prognostic marker is MYCN amplification, which is
associated with deregulated growth and proliferation and can be
found in 30-40% of high risk NB (27). MYCN is a member of the
MYC family of transcription factors. Another family member, c-
myc (MYC), shares oncogenic ability to sustain multiple
pathways leading to malignancy, but is reported to be
expressed only in a small group of advanced NB showing poor
clinical outcome identical to that of patients with amplification of
the MYCN gene (28, 29). Although overall outcome of patients
have been improved in the last decades, survival for patients with

high risk NB (stages 3 and 4 by the International Neuroblastoma
Stating System INSS) remains poor due to chemotherapy failure
or unresponsiveness to checkpoint blockade immunotherapy
(30-32). In the course of focusing on individualized targeted
therapy for more effective treatment, modulation of tumor
microenvironment seems to be crucial (33, 34). In this context,
lack of immunotherapeutic targets, like programmed cell death
ligand-1 (PD-L1), in CD24 overexpressing NB, as well as
amplification of multidrug resistance-associated genes and
overexpression of immune checkpoint molecule CD200 in NB
is of particular interest (35-38).

Studies from an Italian group strongly suggest that the stem
cell-like CD133 positive subtype of melanoma cells is promoted
by HERV-K activation in response to microenvironmental
change (39). It remains unknown, whether such effects also
occur in other neural crest-derived tumor cells. Therefore, we
investigated the expression of above mentioned NB malignancy
markers and selected HERV in three NB cell lines in standard
and stem cell-promoting media with or without serum by
quantitative real time PCR (RT-qPCR). For the RT-qPCR
analysis, we focused on the ENV of human HERV-W1 and
HERV-Fcl due to their strong association with neurological
disorders. In addition, the GAG region (HERV-K GAG) of the
HERV-K (HML-2) family was investigated, because of its
putative role in the progression of several tumor malignancies
(19). In accordance, we previously reported a robust HERV-K
GAG expression in soft tissue sarcoma patients, which was
significantly correlated with clinicopathological features, such
as shortened relapse-free survival, and hypoxia-related gene
expression (24). In addition, the targeting of HERV-K GAG is
beneficial as it allows the detection of numerous members of the
most biologically active HERV-K (HML-2) family, which might
be hampered by the presence of intact (type 1) and non-intact
OREF (type 2) in the ENV region (18). Considering the broadest
distribution across HERV families and the overall high sequence
similarity, the detection of additional HERV-K families (e.g.
HML-6) is not excluded by our study. In addition, we analyzed
activation of retroviral sequences by mapping RNA-seq reads
against a synthetic virus metagenome.

MATERIALS AND METHODS

Cell Lines

In this study the human NB cell lines SH-SY5Y (40), IMR-32
(41) and SiMa (42) were used (all from the German Collection of
Microorganisms and Cell Cultures GmbH, Braunschweig,
Germany). All cell lines were cultured as adherent or loosely-
adherent (SiMa) cells in DMEM medium supplemented with
10% (v/v) heat-inactivated fetal bovine serum (FBS) and
penicillin-streptomycin at 37°C in a humidified 5% CO,
atmosphere (all reagents by Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA). Twice weekly the cells were passaged after detachment
with 0.05% trypsin/EDTA solution (Life Technologies, Carlsbad,
CA, USA) for 30-60 s at room temperature and were seed out at
3x10° cells per 75 cm? flask (SH-SY5Y cells and IMR-32 cells) or
at 5 x 10° cells per 75 cm? flask (SiMa cells), respectively.
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To investigate the medium-induced microenvironmental
changes, the three NB cell lines were seed out at 1 x 10° cells
(SH-SY5Y cells and IMR-32 cells) or at 3 x 10° cells (SiMa cells)
per 25 cm” flask and cultured either in DMEM complete
medium, stem-cell medium Panserin 401 (PAN-Biotech
GmbH, Aidenbach, Germany) supplemented with 10% FBS
and penicillin-streptomycin or Panserin 401 medium with
penicillin-streptomycin for 72 h at 37 °C in a humidified 5%
CO, atmosphere. Morphological analyses were performed by
phase contrast microscopy using Keyence microscope BZ-X810
and BZ-X800 Analyzer software version 1.1.1.8 (Keyence, Itasca,
IL, USA).

RNA Extraction, cDNA Generation and
Quantitative Real-Time PCR

Cells were harvested after 72 h and total cellular RNA was
isolated using NucleoSpin RNA kit (Machery-Nagel GmbH &
Co. KG, Diiren, Germany) following the manufacturer’s
instructions. Transcription into ¢cDNA was performed using
1 pg total RNA in 16 pl nuclease-free water and 4 pl qScript
¢DNA 5% SuperMix (QuantaBio, Beverly MA, USA). The mix
was incubated for 5 min at 25°C, followed by 30 min at 42°C and
finally for 5 min at 82°C.

For quantitative real-time PCR (RT-qPCR) each reaction
contained 0.5 pl of cDNA, 500 nM of forward and reverse
primer, 5 ul PowerUP SYBR Green 2x Master Mix (Applied
Biosystems by Thermo Fisher Scientific, Waltham MA, USA) and
4 pl of nuclease-free water. All used primers were purchased from
Invitrogen Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA) and
were listed in Table 1. The amplification protocol included an
initial denaturation step at 95°C for 10 min, followed by 40 cycles
with denaturation at 95°C for 15 s and primer annealing,
amplification and extension at 60°C for 60 s. Two technical

TABLE 1 | Primers used for quantitative real time PCR.

Target Exemplary Sequence of forward (f)
accession number and reverse (r) primer (5’-3’)
(reference)
ABCC5 NM_001023587 f: CGAAGGGTTGTGTGGATCTT
r: TCTCCCCTCCCTCAGATTTTT
CD24 NM_013230 f: ACCCACGCAGATTTATTCCA
r: ACCACGAAGAGACTGGCTGT
CD133 NM_006017 f: GCCACCGCTCTAGATACTGC
r: TGTTGTGATGGGCTTGTCAT
CD200 NM_005944 f: AAGTGGTGACCCAGGATGAAA

r: AGGTGATGGTTGAG GGAG
f: CTCCCCATCTCTCTGGTGC
r: TGAGGAGGCTGGTTTCTACTAAG

HERV-Fc1 ENV  XM_011531085

HERV-K GAG JINB75025 (23) f: GGCCATCAGAGTCTAAACCACG
r: CTGACTTTCTGGGGGTGGCCG
HERV-W1 ENV  NM_014590 (43) f: TGCTAACCGCTGAAAGAGGG
r: CGAAGCTCCTCTGCTCTACG
HPRT1 NM_000194 f: ACCAGTCAACAGGGGACATAA
r: CTTCGTGGGGTCCTTTTCACC
mMYc NM_002467 f: GGCTCCTGGCAAAAGGTCA
r: CTGCGTAGTTGTGCTGATGT
MYCN NM_001293228 f: TGATCCTCAAACGATGCCTTC

r: GGACGCCTCGCTCTTTATCT

replicates were measured for each sample in three independent
experiments (biological replicates). The analysis was performed
using QuantStudio3 and QuantStudio Design and Analysis
Software v.1.4.3 (Thermo Fisher Scientific). The quantification of
relative mRNA levels was performed using the 2**“" method
(44). Hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1 (HPRT1) was
used as reference gene for normalization and the median of all
samples was set as 1.

Statistics

For comparison of relative mRNA levels measured with RT-
qPCR, two-way ANOVA followed by Tukey test was performed
using GraphPad Prism (version 8.0.0 for Windows, GraphPad
Software, San Diego, California USA). Statistical significance was
indicated by asterisks (**, p <0.01; ***, p <0.001; ****, p <0.0001).

RNA-seq

Generation of RNA-seq data was performed by Novogene UK Co.,
Ltd. (Cambridge, United Kingdom) using Illumina Novaseq6000
system. The quantification of human transcripts mapping to genome
version GRCh38/hg38 was calculated as Fragments Per Kilobase per
Million reads (FPKM) by Novogene. RNA-seq data can be
downloaded from the NCBI Short Read Archive (SRA) under
BioProject PRJNA684790. For quantification of ERV expression,
reads were mapped against a synthetic virus metagenome, which
consists of 119 individual human endogenous viral sequences
including three endogenous bornavirus-like elements with almost
complete ORF for their GAG, POL and ENV genes, four sequences of
housekeeping genes and 124 sequences from unrelated exogenous
viruses or non-human endogenous viruses used as spacers. The
HERV-K (HML-2) family has more than 100 integrated copies in the
human genome, of which we added the 92 full-length sequences to
our virus metagenome. All sequences were collected from the
nucleotide database from the National Center for Biotechnology
Information (NCBI). For detailed information, refer to Engel et al.
(45). The Galaxy server at usegalaxy.org (46) was used for mapping of
the paired-end reads by Bowtie2 analysis and quantification of all
uniquely mapped reads using FeatureCounts (47). To obtain the
HERYV family specific FPKM, the fragment read counts and the gene
length of a family was calculated by summarization of individual
family members.

Flow Cytometry

Cells were harvested after 72 h under medium-induced
microenvironmental changes. Therefore, loosely-adherent or
suspensory cells were loosened by gentle pipetting. Adherent
cells were harvested by detachment with 0.05% trypsin/EDTA
solution. For antibody staining, cells were resuspended in ice-
cold PBS with 2 mM EDTA and 5 pl of the antibody solution was
added. Cells were stained using CD200-APC (Miltenyi Biotech,
Bergisch Gladbach, Germany) or IgGl-APC control (BD
Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA) for 30 min at 4°C in the
dark. Unbound antibody was removed with 1 ml PBS/EDTA
solution and centrifugation for 10 min at 300 xg. Finally, cells
were suspended in 0.5 ml PBS/EDTA solution and analyzed on a
LSRII cytometer using the FACSDiva software version 8.0.1 (BD
Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA).
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RESULTS

Trancriptional Activation of Tumor
Progression Markers and HERV by
Medium-Induced Microenvironmental
Changes in Neuroblastoma Cell Lines

In order to investigate the expression of selected HERV and
cellular markers involved in NB tumor progression or
invasiveness under microenvironmental modifications, the
three NB cell lines SH-SY5Y, IMR-32 and SiMa were cultured
in serum-supplemented DMEM standard medium or serum-
supplemented stem cell medium (Panserin 401), or Panserin
without serum. Using RT-qPCR analyses, the transcript levels of
all investigated HERV were shown to be up-regulated upon
exposure to serum-free stem cell medium (Figure 1). Both,
elevation of HERV-K GAG in SH-SY5Y cells (p < 0.0001) and
IMR-32 cells (p < 0.01), as well as activation of HERV-W1 ENV
in SH-SY5Y cells (p < 0.001) were statistically significant. In
SiMa cells, a tendency for increase of the relative HERV
expression was observed (black bars). No significant regulation
was observed for HERV-Fcl ENV, while the expression was
comparatively low with CT values around 30. Concordantly,
enhanced expressions of CD24 and CD200 were observed in all
three NB lines following cultivation in stem cell media, which
was highly significant (p < 0.0001) for CD200 compared to both
serum-supplemented incubations. An increased CD200
expression at protein level was confirmed in all three NB cell
lines by flow cytometry analyses (Supplementary Figure 1).
Furthermore, relative expression of ABCCS5, also known as
multidrug resistance-associated protein 5, was increased in
SiMa cells and significantly increased in SH-SY5Y cells,
whereas no effect was observed in IMR-32 cells. The members
of the proto-oncogene MYC family, MYCN and MYC, were
expressed heterogeneously in the three studied NB lines. High
expression of MYCN was seen in SiMa cells and IMR-32 cells, but
not in SH-SY5Y cells. Upon medium-induced microenvironmental
changes, MYCN levels were increased by factor 1.6 in IMR-32 cells
only. In contrast, MYC expression was exclusive for SH-SY5Y cells
and increased by at least factor 4 (p < 0.0001) in serum-free stem cell
medium. Interestingly, SiMa was the only NB cell line that
underwent morphological changes from loosely-adherent
monolayers to low proliferating grape-like cellular aggregates upon
exposure to serum-free stem cell medium (Supplementary Figure 2),
accompanied by highly significant (p < 0.0001) enrichment of CD133
expression. The NB cell lines SH-SY5Y and IMR-32 did show neither
phenotype switching nor transcriptional activation of CD133 during
medium-induced microenvironmental changes.

Differential Gene Expression Pattern

in HERV-Expressing Neuroblastoma

Cell Lines

Secondly, we investigated the overall gene expression in
medium-induced HERV-transcriptional active NB cell lines.
Therefore, RNA-seq data were collected in duplicates from all
three NB cell lines in serum-supplemented standard and stem
cell media or stem cell medium without serum. After mapping

against the human genome GRCh38/hg38, the 27**“"-values
were used to filter for transcripts that showed either a high
positive (r 20.7) or negative (r <—0.7) correlation to expression of
HERV-K GAG. The strongest up- and downregulated genes are
presented in Figure 2. The list of all 198 up- and downregulated
genes can be found in the supplement of this manuscript
(Supplementary Tables 1, 2). Figure 2A shows that stem cell
medium led to a shift in gene expression of all three NB cell lines,
accompanied by the formation of individual expression
signatures. No differences in the overall expression pattern
were observed between the serum-supplemented standard and
stem cell media incubated cells, indicating serum deprivation as
the major factor affecting transcription. This, together with
increasing levels of CD200 and ABCC5 in serum-free medium,
shows that the RNA-seq analysis is in line with our previously
observed RT-qPCR results (Figure 2B). Furthermore, TAR
(HIV-1) RNA Binding Protein 1 (TARBP1) was increased by
1.46 times in NB incubated in serum-free stem cell medium,
which might be of interest regarding potential host interaction
partners of the activated HERV. As two of the 78 strongest up-
regulated genes, the long non-coding RNA (IncRNA) Myocardial
Infarction Associated Transcript (MIAT) by fold change of 2.11
and the transcription factor Myeloid Zinc Finger 1 (MZF1) by
fold change of 1.87 were observed (Figure 2B and
Supplementary Table 2). In addition, enhanced expression of
the P21 Activated Kinase (PAK) 3 (fold change: 1.51) and PAK5
(fold change: 1.79) were observed. In contrast, 120 genes were
found to be down-regulated by serum-free medium and
correlated negatively with HERV expression (Figure 2A and
Supplementary Table 2). Hereby, Inhibitor of DNA Binding
Protein (ID) 1 and ID2 that are typically expressed by cells of the
neural crest were both among the strongest decreased genes.
Furthermore, vimentin (VIM), a known regulator of tumor
suppressor p21, was reduced in all three NB cell lines after
exposure to serum-free media.

Identification of Additional Stem Cell
Medium-Induced HERV Members by Using
a Virus Metagenome

To study viral transcription and their potential activation in a
pathogenic context using RNA-seq, we designed a combined virus
metagenome including a collection of exogenous viruses,
endogenous retrovirus elements and other endogenous viral
elements (EVE), e.g. endogenous bornavirus sequences. Using this
virus metagenome, we were able to investigate the differential
expression pattern of 115 HERV elements representing 14 HERV
families and three EVE of the bornavirus family (EBLN-1, EBLN-2
and EBLN-3P) in the three NB cell lines under medium-induced
microenvironmental change. We found that overall expression of
EVE was low. But half of studied endogenous virus families were up-
regulated upon removal of serum supplementation in stem cell
medium (Figure 3A). Interestingly, three HERV elements showed
strongest differential expression across all three NB cell lines: the ENV
of HERV-R (ERV3-1; NCBI accession no.: NC_000007.14:6499
0356-65006687), the full-length HERV-E1 (NCBI accession no.:
AB062274.1) and the ENV of HERV-Fc2 (NCBI accession no.:
AC073236.8:162447-165176). As shown in Figure 3B, HERV-E1
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as Z-score. Heatmap was generated using www.heatmapper.ca. (B) The
graphs show mean values with standard deviation of selected transcripts
from the gene panel described in (A).

expression was most increased by factor 2.1 in SH-SY5Y cells and by
factor 1.6 in IMR-32 cells. In SiMa cells, ERV3-1 was strongest
upregulated with a fold change of 1.4 and here the highest expression
of the bornavirus like-family was observed, too.

DISCUSSION

In the present study, we have investigated the expression of
HERV as potential targets in NB cell lines during stem-cell
medium-induced microenvironmental change by RT-qPCR
and RNA-seq. For RT-qPCR analyses we initially focused on
HERV-K due to its well-described relationship in a number of
cancers including neural crest-derived tumors such as melanoma
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FIGURE 3 | Differential expression of HERV families induced by serum-free
medium in three NB cell lines. Analysis of HERV and bornavirus-like element
transcription in three NB cell lines cultured in DMEM or Panserin with FBS or
serum-free Panserin medium was assessed by RNA-seq of two individual
experiments (biological replicates). (A) Heatmaps of HERV family expression
in each cell line. FPKM of virus families were calculated with respect to the
sum of fragment counts and gene lengths of all family members. The families
were ranked from highest to lowest differential expression in serum free
medium. The difference of the sum of FPKM above (yellow) and below (blue)
the mean value in relation to the standard deviation is shown as Z-score.
Heatmap was generated using www.heatmapper.ca. (B) The graphs show
mean values with standard deviation of FPKM from selected members of the
three strongest up-regulated HERV families in all NB cell lines.

(22, 39, 48-50). Our results suggest a strong correlation of
HERV-K GAG with stressful cell culture conditions by serum-
depleted stem cell medium in all three NB cell lines (Figure 1). In
this context, studies on human pluripotent stem cells (PSCs) suggest
HERV-K (HML-2) activation in early stem cell development (51,
52) and that the differentiation of PSCs into neuronal cells is
promoted by silencing of its ENV (53). It is of particular interest,
that Wang’s group were not able to demonstrate similar results with
GAG proteins. This might be a result of an only moderate HERV-K
GAG activation in PSC-like cells, as we observed for SiMa cells after
stem cell media induction. Instead, elevation was significant in SH-
SY5Y cells (p < 0.0001) and IMR-32 cells (p < 0.01) where no
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morphological changes were observed (Figure 1 and
Supplementary Figure 2).

Besides up-regulation of HERV-K GAG, enhanced expression
of HERV-W1 ENV with significance in SH-SY5Y cells (p <0.001)
and to a lesser extend up-regulation of HERV-Fcl ENV were
observed as consequence of stem cell medium induction (Figure
1). In addition, virus transcriptome analyses revealed activation
of three endogenous retrovirus elements: HERV-R (ERV3-1),
HERV-E1 and HERV-Fc2 (Figure 3). HERV-R transcripts have
broad expression in normal tissue and due to its overexpression
in the first trimester of pregnancy an immunosuppressive
function in the mother-fetus interaction was suggested (54,
55). ERV3-1 is the only copy of approximately 40 ERV3-like
elements in the human genome that has a complete ORF for its
ENV (56). Interestingly, the expression of this full-length ENV is
associated with several tumor entities including colorectal (57),
ovarian (58) and endometrial carcinoma. Of interest is that
during endometrial carcinoma progression, ERV3-1 ENV is co-
expressed with six other ENV (HERV-W1, HERV-T, HERV-Fc2,
HERV-H1-3, HERV-V1, HERV-E1) and showed significantly
increased expression in more undifferentiated grade 3 tumors
compared to differentiated grade 1 tumors (59). In accordance
with the results from endometrial carcinoma, elevated expression
of HERV-E1, HERV-R, and also HERV-K were observed in
ovarian cancer (58). Several reports suggest a putative pathogenic
role in systemic lupus erythematosus as expression of provirus
elements was found to be enhanced compared to healthy
individuals and to correlate with disease progression (60-63).
Altogether, this demonstrates the genetic variety of HERVs in the
pathogenesis of autoimmune disorders and malignancies, even in
the limited subset of NB cell lines shown here. HERV transcriptome
analysis of tumor biopsy samples from NB patients might be helpful
for identification of putative HERV targets that can be used for
development of anti-HERYV antibodies. Such antibodies might be
tools for a more personalized and, at best, more effective therapy, as
itis already established for HER2 in breast cancer patients (64). The
stem cell medium-induced element identified within our virus
metagenome analysis, HERV-Fc2 ENV with location on
chromosome 7q36 has not been investigated extensively in the
past. Due to its activation in all three NB cell lines upon tumor
microenvironmental change, we propose HERV-Fc2 ENV as a
putative target in NB that should be further studied.

In RT-qPCR analyses, IMR-32 cells and SH-SY5Y cells had
either a distinct MYCN (IMR-32 cells) or MYC (SH-SY5Y cells)
positive phenotype, which has been pronounced under stem cell
incubation significantly in SH-SY5Y cells (p < 0.0001). Another fact
exemplifying the heterogeneity of NB was the CDI133 positive
character of the SiMa cell line and its medium-induced
morphological change from loosely adherent monolayers to low
proliferating grape-like cellular aggregates. Phenotype switching in
SiMa cells was further accompanied by significant increase of
CD133 levels assessed by RT-qPCR (p < 0.0001) and by RNA-seq
with a fold change of 1.56. Altogether, this indicates that SiMa cells
used in our study are so-called I-type NB (65). I-type cells were
shown to be significantly more malignant than N- or S-type NB
independent of MYCN amplification and suggested as cancer stem

cell population according to their CD133 positive background (66,
67). Besides these differences, expression of CD24, CD200 and
ABCC5 were upregulated upon stem cell-promoting conditions
with highly significant fold changes for CD200 (p < 0.0001) in all
three NB cell lines and for CD24 (p < 0.001) and ABCC5 (p < 0.001)
in SH-SY5Y cells (Figure 1). Since overexpression of CD200 was
reported in a variety of human tumors including multiple myeloma
(68), neuroendocrine tumors (69), melanoma (70, 71), ovarian
cancer (72), and very recently also in more than 90 % of NB
samples (38), high correlation of CD200 and HERV-K GAG for the
studied NB cell lines (r = 0.92) might be of special interest (Figure
2). This raises the question, if CD200 is activated by HERV
expression upon microenvironmental change or vice versa
considering possible signaling pathways. In the case of an initial
HERV overexpression by e.g. exogenous viruses (73-75) HERV
proteins from almost complete ORF might induce clonal deletion of
lymphocytes in a T cell receptor V-beta specific manner resembling
superantigens (13, 76). The polyclonal expansion of T lymphocytes
that has been previously shown for a HERV-W protein in-vitro (77),
lead to secretion of cytokines and consequently upregulation of
CD200 by activated T cells (34). Of interest, CD4 positive and CD8
positive T cells of CD200"8" NB were shown to produce less
interferon gamma and tumor necrosis factor alpha thereby
inhibiting anti-tumor immunity (38). Nevertheless, controversial
results have been reported according the significance and role of
CD200 expression in cancer progression indicating a certain
dependence on the tumor type (69, 78, 79). The three NB cell
lines used in this study showed an increased CD200 expression
upon medium-induced microenvironmental change, both at the
RNA level and at the surface protein level (Supplementary
Figure 1). Though CD24 was not included in the list of most
differentially expressed genes (Figure 2 and Supplementary Table
1) due to a fold change smaller than 1.4, transcriptome analysis
confirms enhanced expression in Panserin medium. Previous
studies reported CD24 as an inhibitor for neurite outgrowth in
mice and that expression was related to the differentiation state in
human NB suggesting an activation of CD24 in less differentiated
tumor samples (80, 81). This might be of interest, since
morphological changes with loss of dendritic branching was solely
observed in SiMa cells after 72 h of serum-free media incubation
(Supplementary Figure 2), but may indicate also ongoing genetic
reprogramming in SH-SY5Y cells and IMR-32 cells. In this context
it is interesting that stem-cell medium induced down regulation of
ID1 and ID2, as well as VIM, which are typically expressed by
neural crest cells (82, 83) (Figure 2 and Supplementary Table 2).
An overexpression of ID1 was associated with several cancers and
cancer-associated pathways (84). However, the reduced expression
of the ID1 and ID2 might be indicative for impaired proliferation in
serum-depleted media that we observed at least in SiMa cells.
Furthermore, we observed overexpression of MIAT under
stem-cell promoting conditions in all studied NB cell lines
(Figure 2B and Supplementary Table 1). This nuclear
IncRNA (NCBI accession no.: NR_003491) is widely expressed
in endothelial cells, Miiller glia and neurons, but dysregulation of
MIAT is associated with various heart diseases and nervous
system tumors, as it is involved in the maintenance of proper
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microvascular and nervous function (85). Interestingly, silencing of
MIAT was reported to correlate with down regulation of MYC
leading to reduction of cell migration and promotion of basal
apoptosis in the NB cell line SH-SY5Y (86). In our present study,
the correlation of MYC and MIAT amplification seemed to be
exclusive for SH-SY5Y cells, as expression of MYC was not detected
in IMR-32 cells and SiMa cells (Figure 1). In contrast, differential
expression analyses in stage 4 NB and stage 4S NB suggested that
MIAT might be a “good survival IncRNA” which needs further
investigation (87). Overexpression of transcription factor MZF1
detected by RNA-seq (Figure 2 and Supplementary Table 1) was
in line with previous reports of MZF1 association with poor
clinical outcome in different tumor entities [reviewed in (88)] and
especially NB tumor cell progression through modulation of
tumor environment by facilitating aerobic glycolysis in NB cell
lines (89). Last but not least, co-activation of TARBP-1 and
HERYV transcripts might be of special interest. Initially identified
to bind with HIV type-1 transactivation response RNA to
activate long terminal repeat (LTR) expression in the presence
or absence of the viral transactivator Tat (90), it is reasonable to
hypothesize that TARBPs might be able to activate nuclear LTR
transcription of endogenous proviruses and consequently
promote expression of HERV proteins if they possess intact ORF.

In summary, NB are very heterogeneous tumors hampering the
identification of robust biomarkers. Our results strongly suggest
enhancement of malignancy markers by medium-induced tumor
microenvironmental change in RT-qPCR and RNA-seq, which is
accompanied by activation of HERV transcription in all studied NB
celllines. To our knowledge, this is the first time that HERV-R ENV/
(ERV3-1), HERV-El and HERV-Fc2 ENV were reported to be
associated with NB and should be investigated in further studies
especially regarding their prevalence in more undifferentiated
tumor cells. In addition, significant increase of immune
checkpoint molecule CD200 indicating and possible activation of
immune escape mechanisms, as well as TARBP-1 co-activation
with HERV needs to be further explored. The expression analysis of
HERYV elements in patient specimens might lead to identification of
new therapeutic targets, especially regarding the ongoing efforts in
the production of HERV-targeting drugs.
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Supplementary Material
1 Supplementary Tables

Supplementary Table STab.1. Up-regulated genes expressed in three NB cell lines after culture in
serum-free stem cell medium. Up-regulated genes were identified by RNA-Seq. Genes are ranked from
highest to lowest fold change of FPKM in serum-free medium in the same order as shown in Figure 2

of the manuscript.

Gene ID Name fold change
ENSG00000277311 | RF02247 3.331
ENSG00000274520 [ RF02246 2.602
ENSG00000152377 [ SPOCK1 2.354
ENSG00000184194 [ GPR173 2.271
ENSG00000250067 | YJEFN3 2.265
ENSG00000225783 | MIAT 2.106
ENSG00000185615 [ PDIA?2 2.071
ENSG00000232931 [ LINC00342 2.023
ENSG00000245849 | RAD51-AS1 1.969
ENSG00000197093 | GAL3ST4 1.961
ENSG00000155980 | KIF5A 1.920
ENSG00000264112 [ AC015813.1 1.883
ENSG00000114796 | KLHL?24 1.874
ENSG00000099326 [ MZF1 1.872
ENSG00000171004 | HS6ST?2 1.837
ENSG00000267595 [ AC060780.3 1.827
ENSG00000101349 [ PAK5 1.794
ENSG00000267523 [ AC008735.2 1.736
ENSG00000144362 | PHOSPHO?2 1.720
ENSG00000272240 [ AC004908.1 1.719
ENSG00000144834 | TAGLN3 1.713
ENSG00000267002 [ AC060780.1 1.707
ENSG00000244879 | GABPB1-AS1 1.695
ENSG00000151376 | ME3 1.693
ENSG00000215252 | GOLGA8B 1.671
ENSG00000091972 | CD200 1.666
ENSG00000250467 [ AC105389.3 1.657
ENSG00000263272 [ AC004148.2 1.654
ENSG00000215397 | SCRT?2 1.654
ENSG00000267254 [ AC020928.1 1.651
ENSG00000018236 | CNTN1 1.610
ENSG00000146966 | DENND2A 1.602
ENSG00000108309 [ RUNDC3A 1.592
ENSG00000149809 | TM7SF2 1.591
ENSG00000124406 | ATP8AL 1.586




ENSG00000158292 | GPR153 1.583
ENSG00000162004 | CCDC78 1.581
ENSG00000133134 | BEX2 1.576
ENSG00000114770 | ABCC5 1.568
ENSG00000105270 | CLIP3 1.561
ENSG00000135596 | MICAL1 1.554
ENSG00000182901 | RGS7 1.554
ENSG00000131067 | GGT7 1.554
ENSG00000129003 | VPS13C 1.551
ENSG00000169231 | THBS3 1.537
ENSG00000104899 | AMH 1.537
ENSG00000224032 | EPB41L4A-AS1 1.521
ENSG00000145198 | VWA5B2 1.517
ENSG00000077264 | PAK3 1.515
ENSG00000160271 | RALGDS 1.511
ENSG00000250959 | GLUD1P3 1.495
ENSG00000272301 | AP002360.3 1.494
ENSG00000175265 | GOLGASA 1.491
ENSG00000169733 | RFNG 1.488
ENSG00000220205 | VAMP2 1.481
ENSGO00000034677 | RNF19A 1.474
ENSG00000254064 | AC105206.2 1.467
ENSG00000054793 | ATPOA 1.467
ENSG00000059588 | TARBP1 1.464
ENSG00000171533 | MAP6 1.452
ENSG00000120324 | PCDHB10 1.452
ENSG00000102078 | SLC25A14 1.447
ENSG00000139636 | LMBR1L 1.447
ENSG00000188785 | ZNF548 1.439
ENSG00000196123 | KIAAO895L 1.439
ENSG00000166924 | NYAP1 1.433
ENSG00000105443 | CYTH2 1.432
ENSG00000131584 | ACAP3 1.432
ENSG00000167363 | FN3K 1.430
ENSGO00000177410 | ZFAS1 1.425
ENSG00000100167 | SEPT3 1.424
ENSG00000155093 | PTPRN2 1.421
ENSG00000183098 | GPC6 1.414
ENSG00000212694 | LINC01089 1.412
ENSG00000234338 | AC073349.2 1.407
ENSG00000258682 | AL132989.1 1.406
ENSG00000162687 | KCNT2 1.404
ENSG00000033627 | ATP6VOAL 1.402
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Supplementary Table STab.2. Down-regulated genes in NB cell lines after culture in serum-free
medium. Down-regulated genes were identified by RNA-Seq. Genes are ranked from lowest to highest
fold change of FPKM in serum-supplemented medium in the same order as in Figure 2 of the
manuscript.

Gene ID Name fold change
ENSG00000130147 | SH3BP4 1.401
ENSG00000172403 | SYNPO2 1.403
ENSG00000089159 | PXN 1.404
ENSG00000130347 | RTN4IP1 1.404
ENSG00000108423 | TUBD1 1.404
ENSG00000006576 | PHTF2 1.408
ENSG00000100281 | HMGXB4 1.408
ENSG00000173786 | CNP 1.409
ENSG00000174177|CTU2 1.409
ENSG00000196498 | NCOR2 1.409
ENSG00000104332 | SFRP1 1.411
ENSG00000106628 | POLD2 1.412
ENSG00000145386 | CCNA2 1.416
ENSG00000104147 [ OIP5 1417
ENSG00000086827 | ZW10 1.421
ENSG00000126787 | DLGAP5 1.421
ENSG00000111328 [ CDK2AP1 1.426
ENSG00000269958 | AL049840.4 1.427
ENSG00000253954 | HMGN1P38 1.429
ENSG00000203760 | CENPW 1.430
ENSG00000138448 | ITGAV 1.431
ENSG00000080839 | RBL1 1.433
ENSG00000165490 | DDIAS 1.435
ENSG00000100162 | CENPM 1.439
ENSG00000115129 | TP5313 1.442
ENSG00000115325 | DOK1 1.447
ENSG00000188229 | TUBB4B 1.452
ENSG00000117593 | DARS2 1.455
ENSG00000119326 | CTNNAL1 1.457
ENSG00000060656 | PTPRU 1.460
ENSG00000116791 | CRYZ 1.461
ENSG00000159055 | MIS18A 1.464
ENSG00000144354 | CDCA7 1.464
ENSG00000107816 | LZTS2 1.465
ENSG00000030110 | BAK1 1.467
ENSG00000174021 | GNG5 1.467




ENSG00000163629 | PTPN13 1.468
ENSG00000117280 | RAB29 1.470
ENSG00000173207 | CKS1B 1.472
ENSG00000109390 | NDUFC1 1.475
ENSG00000134569 | LRP4 1.477
ENSG00000151503 | NCAPD3 1.481
ENSG00000178999 | AURKB 1.483
ENSG00000171241 | SHCBP1 1.484
ENSG00000128228 | SDF2L1 1.486
ENSG00000122756 | CNTFR 1.495
ENSG00000102158 | MAGT1 1.498
ENSG00000259917 | HNRNPLP2 1.499
ENSG00000105968 | H2ZAFV 1.500
ENSG00000153044 | CENPH 1.511
ENSG00000106211 | HSPB1 1.513
ENSG00000131873 | CHSY1 1.521
ENSG00000105011 | ASF1B 1.526
ENSG00000168078 | PBK 1.530
ENSG00000197905 | TEAD4 1.532
ENSG00000149929 [ HIRIP3 1.537
ENSG00000148219 | ASTN2 1.561
ENSG00000149554 | CHEK1 1.566
ENSG00000106105 | GARS 1.566
ENSG00000187741 | FANCA 1.568
ENSG00000090889 | KIF4A 1.573
ENSG00000075188 | NUP37 1.575
ENSG00000129173 | E2F8 1.582
ENSG00000198860 | TSEN15 1.582
ENSG00000254858 | MPV17L2 1.585
ENSG00000066735 | KIF26A 1.606
ENSG00000040275| SPDL1 1.612
ENSG00000072571 | HMMR 1.619
ENSG00000125703 | ATG4C 1.621
ENSG00000140545 | MFGES 1.636
ENSG00000136603 | SKIL 1.637
ENSG00000149257 | SERPINH1 1.646
ENSG00000165304 | MELK 1.648
ENSG00000064042 | LIMCH1 1.653
ENSG00000115163 | CENPA 1.654
ENSG00000184260 | HIST2H2AC 1.677
ENSG00000135862 | LAMC1 1.689
ENSG00000162129 | CLPB 1.689
ENSG00000173456 | RNF26 1.699




ENSG00000183580 | FBXLY 1.701
ENSG00000166002 | SMCO4 1.704
ENSG00000072110 | ACTN1 1.725
ENSG00000150961 | SEC24D 1.727
ENSG00000125170 | DOK4 1.730
ENSG00000140332 | TLE3 1.736
ENSG00000268942 | CKS1BP3 1.737
ENSG00000109790 | KLHL5 1.743
ENSG00000114738 | MAPKAPKS 1.746
ENSG00000164649 | CDCATL 1.751
ENSG00000129195 | PIMREG 1.754
ENSG00000135736 | CCDC102A 1.773
ENSG00000186350 | RXRA 1.777
ENSG00000123473 | STIL 1.786
ENSG00000185043 | CIB1 1.800
ENSG00000144045 | DQX1 1.811
ENSG00000168476 | REEP4 1.844
ENSG00000153551 | CMTM7 1.854
ENSG00000132423 | COQ3 1.857
ENSG00000110108 | TMEM109 1.873
ENSG00000163661 | PTX3 1.961
ENSG00000175183 | CSRP2 2.058
ENSG00000076356 | PLXNA2 2.061
ENSG00000188486 | HZAFX 2.075
ENSG00000095739 | BAMBI 2.089
ENSG00000223764 | AL645608.1 2.166
ENSG00000176014 | TUBB6 2.195
ENSG00000179348 | GATA2 2.251
ENSGO00000115297 | TLX2 2.255
ENSG00000101665 | SMAD7 2.409
ENSG00000111145 | ELK3 2.410
ENSG00000112559 | MDFI 3.061
ENSG00000135111 | TBX3 3.105
ENSG00000026025 | VIM 3.167
ENSG00000107731 | UNC5B 3.177
ENSG00000143320 | CRABP?2 3.328
ENSG00000168453 | HR 3.855
ENSG00000064666 | CNN2 6.016
ENSG00000115738 | 1D2 16.011
ENSG00000187634 | SAMD11 24.625
ENSG00000125968 | ID1 40.625
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Supplementary Figure 1. Regulation of CD200 surface protein expression in three NB cell lines by
medium-induced microenvironmental changes by flow cytometry. The histograms of NB cells stained
with CD200-APC antibodies or isotype controls are shown. The mean fluorescence intensities of APC-
positive cells are included.
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Supplementary Figure 2. Morphological analyses of three NB cell lines upon medium-induced
microenvironmental change. For SiMa cells, a phenotype switching from loosely-adherent monolayers

to low proliferating grape-like cellular aggregates was observed. Phase contrast microscopy on a
Keyence microscope BZ-X810 was used. The bar represents 200 pum.



2.3. Epstein-Barr Virus-Induced Genes and Endogenous Retroviruses in Immortalized

B Cells from Patients with Multiple Sclerosis

2.3.1. Zusammenfassung

Es wird angenommen, dass zur Entstehung der MS sowohl umweltbedingte Faktoren, als auch
die genetische Pradisposition eine Rolle spielen. Die Infektion mit EBV gilt als Hauptrisikofaktor
fiir die spétere Entwicklung von MS. HERVs stellen z. T. intrinsisch transponierbare Elemente in
unserem Genom dar, die durch vielschichtige Regulationsmechanismen des Wirts kontrolliert
werden und im Normalfall nicht oder nur schwach exprimiert sind. Jedoch kénnen sie durch EBV
aktiviert werden. Dies lasst die Vermutung zu, dass HERVs das fehlende Bindeglied zwischen
einer einstigen Infektion mit EBV und dem spéteren Auftreten von MS sein kdnnten. Das Ziel
der Studie war es, differenzielle Gen- und HERV-Expressionsmuster in EBV-immortalisierten B-
Zellen von MS-Patienten (MSLCL) und Kontrollen (coLCL) mit Hilfe von Transkriptomanalysen
(RNAseq) und quantitativer PCR zu untersuchen. Dazu wurden B-Zellen aus PBMC in vitro mit
EBV immortalisiert und sogenannte LCL erzeugt. Neben der menschlichen Genomversion
GRCh38/hg38, wurde ein von unserer Gruppe designtes Virus-Transkriptom verwendet, um auch
HERVs als mogliche Zielgene fur MS oder krankheitsrelevante Risikofaktoren, z. B. die
Schubrate, untersuchen zu koénnen. Wir stellten fest, dass die Expression von EBNA-1 der
Iytischen Phase des EBV negativ mit dem Alter korrelierte, was zu einer erhhten Expression in
LCL von jingeren PBMC-Spendem fiihrte. Darlber hinaus war die Transkription von HERV-K
(HML-2) GAG durch die Immortalisierung mit EBV verstarkt. Neben der bekannten
Transaktivierung von HERV-K18 deuten unsere Transkriptomanalysen darauf hin, dass weitere
sechs HERV-Loci in EBV-infizierten B-Zellen hochreguliert werden. Zudem wurden in MSLCL
differenziell exprimierte Gene identifiziert, wozu u.a. mehrere HERV-K-Loci, ERVMERG61-1
und ERV3-1 z&hlten, sowie auch Gene, die mit dem Auftreten von Schiben in Verbindung stehen
konnten. Zusammenfassend konnten mittels der EBV-induzierten Proliferation potentielle
Targets, u. a. auch HERVs, in MS-assoziierten B-Zelllinien identifiziert werden, die als
Zielstrukturen fr diagnostische oder prognostische Fragestellungen, wie z. B. das Schubrisiko,

geeignet sein konnten.

90



2.3.2. Darlegung des Eigenanteils und Zitierung

Im Folgenden ist der experimentelle und schriftliche Eigenanteil aller Autoren prozentual
angegeben und die Beteiligung mehrerer Personen an der Veroffentlichung durch einen Betreuer
bestétigt.

Publikation 1lI:

Wieland, L., Schwarz, T., Engel, K., Volkmer, 1., Krlger, A., Tarabuko, A., Junghans, J.,
Kornhuber, M. E., Hoffmann, F., Staege, M. S., & Emmer, A. (2022). Epstein-Barr Virus-Induced
Genes and Endogenous Retroviruses in Immortalized B Cells from Patients with Multiple
Sclerosis. Cells, 11(22), 3619. https://doi.org/10.3390/cells11223619

Tabelle 4: Ubersicht zu den Beitragen aller Autoren der Publikation 111.

Entwurf Umsetzung Auswertung | Schreiben
(Design) (Implementation) | (Analysis) (Writing)
Wieland, L. 10 % 35% 70 % 70 %
Schwarz, T. 25%
Engel, K. 15% 5%
Volkmer, 1. 10 %
Kruger, A. 10 %
Tarabuko, A. 5%
Junghans, J. 5%
Kornhuber, M. E. 10 % 5%
Hoffmann, F. 10 % 5%
Staege, M. S. 40 % 15 % 10 %

91


https://doi.org/10.3390/cells11223619

Emmer, A. ‘ 30 % ‘ 10 % ‘ ‘ 5% ‘

Datum: 15.03.2024

Lisa Wieland Dr. med. Alexander Emmer

2.3.3. Bestiitigung des Betreuers der Dissertation von Frau Lisa Wieland

Hiermit bestétige ich als Betreuer der o. g. Dissertation, dass die gemeinsame Arbeit mehrerer

Personen an der Arbeit durch den Forschungsgegenstand gerechtfertigt ist.

Mit freundlichen Griif3en,

Dr. med. Alexander Emmer

Datum: 15.03.2024

Nachfolgend sind die Publikation und die supplementiren Daten aufgefiihrt.

92



Article

Epstein-Barr Virus-Induced Genes and Endogenous
Retroviruses in Immortalized B Cells from Patients with
Multiple Sclerosis

Lisa Wieland 1209, Tommy Schwarz 1 Kristina Engel 2 Ines Volkmer 2, Anna Kriiger 2 Alexander Tarabuko !,

Jutta Junghans 3 Malte E. Kornhuber !, Frank Hoffmann 3, Martin S. Staege 2# and Alexander Emmer

check for
updates

Citation: Wieland, L.; Schwarz, T.;
Engel, K.; Volkmer, I; Kriiger, A.;
Tarabuko, A.; Junghans, J.;
Kornhuber, M.E.; Hoffmann, E,;
Staege, M.S.; et al. Epstein-Barr
Virus-Induced Genes and
Endogenous Retroviruses in
Immortalized B Cells from Patients
with Multiple Sclerosis. Cells 2022, 11,
3619. https://doi.org/10.3390/
cells11223619

Academic Editors: Simona Rolla,
Gabriele Di Sante and Alexander
E. Kalyuzhny

Received: 15 September 2022
Accepted: 6 November 2022
Published: 15 November 2022

Publisher’s Note: MDPI stays neutral
with regard to jurisdictional claims in
published maps and institutional affil-

iations.

Copyright: © 2022 by the authors.
Licensee MDPI, Basel, Switzerland.
This article is an open access article
distributed under the terms and
conditions of the Creative Commons
Attribution (CC BY) license (https://
creativecommons.org/licenses /by /
4.0/).

1

Department of Neurology, Medical Faculty, Martin Luther University Halle-Wittenberg,

06120 Halle (Saale), Germany

Department of Surgical and Conservative Pediatrics and Adolescent Medicine, Medical Faculty, Martin
Luther University Halle-Wittenberg, 06120 Halle (Saale), Germany

Department of Neurology, Martha-Maria Hospital Halle-Délau, 06120 Halle (Saale), Germany

*  Correspondence: martin.staege@medizin.uni-halle.de; Tel.: +49-34-5557-7280

Abstract: The immune pathogenesis of multiple sclerosis (MS) is thought to be triggered by environ-
mental factors in individuals with an unfavorable genetic predisposition. Epstein—Barr virus (EBV)
infection is a major risk factor for subsequent development of MS. Human endogenous retroviruses
(HERVs) can be activated by EBV, and might be a missing link between an initial EBV infection
and the later onset of MS. In this study, we investigated differential gene expression patterns in
EBV-immortalized lymphoblastoid B cell lines (LCL) from MS-affected individuals (MSLCL) and
controls by using RNAseq and qRT-PCR. RNAseq data from LCL mapped to the human genome and
a virtual virus metagenome were used to identify possible biomarkers for MS or disease-relevant
risk factors, e.g., the relapse rate. We observed that lytic EBNA-1 transcripts seemed to be negatively
correlated with age leading to an increased expression in LCL from younger PBMC donors. Further,
HERV-K (HML-2) GAG was increased upon EBV-triggered immortalization. Besides the well-known
transactivation of HERV-K18, our results suggest that another six HERV loci are up-regulated upon
stimulation with EBV. We identified differentially expressed genes in MSLCL, e.g., several HERV-K
loci, ERVMERG61-1 and ERV3-1, as well as genes associated with relapses. In summary, EBV induces
genes and HERV in LCL that might be suitable as biomarkers for MS or the relapse risk.

Keywords: multiple sclerosis; Epstein-Barr virus; lymphoblastoid cell lines; human endogenous
retrovirus; biomarkers

1. Introduction

The Epstein—Barr virus (EBV) is the causative agent of infectious mononucleosis (IM),
also known as Pfeiffer’s glandular fever. After infection, the virus stays present latently in
the B cell memory pool and persists in the human body over a lifetime, without triggering
symptoms [1,2]. If the immune system is weakened, the virus-infected B cells can prolifer-
ate uncontrollably, and EBV can become a trigger for lymphoproliferative disorders [3,4].
Besides cancer, EBV infection is thought to be a major risk factor for the development of
multiple sclerosis (MS), since seropositivity to EBV nuclear antigen (EBNA) epitopes or
the viral capsid antigen (VCA) is more prevalent among MS-affected individuals than in
controls [5-8]. A very recent report from MS cases among US military personnel suggests
a 32-fold increased risk of MS and higher serum levels of neurofilament light chain, a
biomarker of neuroaxonal degeneration, after EBV seroconversion [9]. Furthermore, simi-
larities between the epidemiology of MS and a delayed EBV primary infection manifesting
as IM were observed, including the latitude gradient and earlier onset in women than
in men [10,11]. As a result, an IM diagnosis in adolescents and young adults has been

Cells 2022, 11, 3619. https:/ /doi.org/10.3390/ cells11223619
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associated with a two- to fourfold increased risk of MS [12-15]. However, exposure to EBV
alone is not sufficient to develop MS. A combination of environmental and genetic factors
appears to be involved, resulting in the dysregulation of the immune system [16,17]. In
the last decades, human endogenous retroviruses (HERVs) have increasingly been associ-
ated with nervous system disorders, e.g., based on the increased expression of different
HERV loci in various cell types, tissues, and biological fluids from individuals with MS
(reviewed in [18]). Further, the appearance of retrovirus-like particles in B cells from the
cerebrospinal fluid (CSF) of an individual with MS supported the hypothesis of a pu-
tative role in the pathogenesis of MS [19]. HERVs represent stably integrated copies of
exogenous viruses in the human genome that have been “endogenized” during evolution
and are commonly inactivated [20]. Nevertheless, some HERVs still have relatively intact
open reading frames, e.g., for envelope proteins, which can have immunostimulatory and
pro-inflammatory properties like superantigens [21-23]. HERVs can be transactivated by
EBV [24,25], suggesting that there may be a connection between EBV, HERVs and MS.

In this paper we aimed to study the influence of an EBV-driven proliferation on the
gene expression in B cells from individuals with MS. We used the fact that EBV can im-
mortalize B cells in vitro and generate so-called lymphoblastoid cell lines (LCL) [26,27].
Concerning B cells that have been observed in MS brain lesions of early and progressive
phases of MS [28] and the development of successful B cell-depleting therapies in the
relapsing-remitting and primary progressive forms of MS [29], these LCL might over-
come some limitations of traditional murine models of MS that are mediated largely by
pathogenic T cells. In this study, we wanted to investigate putative differential expression
patterns in MS and controls. Therefore, multiple LCL from 32 individuals with MS and
10 controls were established and analyzed by RNAseq. As HERVs, and especially their
protein coding regions (e.g., ENVs), are discussed in the pathogenesis of MS, we secondly
aimed to investigate for differentially expressed HERV within our LCLs from MS and
controls. We used a synthetic virus metagenome designed by our group to simultaneously
compare the expression of more than a hundred HERVs, providing the most complete
open-reading frames for their coding regions or even nearly complete proviral sequences by
RNAseq analyses. Further, we focused on possible correlations of environmental and clini-
copathological features with the activation of the EBV lytic and latent cycle, and selected
HERV transcripts using RNAseq and quantitative reverse transcription-polymerase chain
reaction (qQRT-PCR). In this regard, we focused on two HERV-families, namely HERV-W
and HERV-K, as they are frequently discussed to play a role in the pathogenesis of MS
(reviewed in [30-32]). For the HERV-W family, we examined the envelope from ERVWE-1
on chromosome 7 (HERV-W1 ENV), and another envelope with a yet unknown genomic
location named MS-associated retrovirus (MSRV ENV). For HERV-K, the group specific
antigen (GAG) region was chosen as the target region, because it allows the detection of
numerous members of the most biologically active HERV family without distinguishing
between type 1 and type 2 HERV-K proviruses. In qRT-PCR analyses, we took advantage
of this fact and used specific primers to detect multiple members of the HERV-K (HML-2)
family based on their high sequence homology. Since this was not possible for RNAseq
analyses, we investigated the expression of a HERV, which is also targeted by qRT-PCR,
namely HERV-K4. To monitor the activation of EBV, we detected the major transcript ex-
pressed in LCL during latent cycle progression, called EBNA-2, as well as EBNA-1 starting
at the F promoter site, which is used in the lytic EBV cycle [33-36].

2. Materials and Methods
2.1. Cell Lines and Cell Culture

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were isolated by density gradient
centrifugation [37] from 10 controls and from 32 individuals with MS with informed con-
sent and with approval by the ethics committee of the Martin Luther University Halle-
Wittenberg (protocol code: 2015-89). Within our study cohort the mean age was 39.1 (range:
23-56), and approximately two-thirds (n = 21) were female. All individuals with MS had
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a diagnosed relapsing-remitting course of MS when they joined the study. The mean
duration of the disease was 7.3 years (range 0-21 years). The mean EDSS score was 2.9
(range: 1-5.5). For one individual with MS no EDSS assessment was possible. Of all the
individuals with MS, 22 received therapies including treatment with natalizumab (n = 14),
fingolimod (n = 3), alemtuzumab (n = 1), interferon beta-1a (n = 1), carbamazepine (n = 1),
glatiramer acetate (n = 1) or dimethyl fumarate (n = 1) at the time of blood collection. Ten
individuals with MS were not receiving disease-modifying therapies (DMT) at the time
of blood collection. To generate LCL, PBMCs were resuspended in Panserin 401 medium
(PAN-Biotech GmbH, Aidenbach, Germany) supplemented with penicillin-streptomycin
(Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). PBMC were seeded at a density of 3 x 10° cells per
well in a 24-well plate. EBV-containing supernatant was collected from the B95.8 cell line
and added at a ratio of 1:1 per well. Cells were incubated at 37 °C in a 5% CO, humidified
atmosphere. After 2 weeks, the conditioned medium was replaced with fresh medium.
Once a week the cells were fed with fresh medium. After 5-6 weeks, big lymphoblastoid
colonies had grown and could be expanded. Typically, the cells were split twice a week, at
aratio of 1:2, and harvested for downstream experiments 4-5 weeks after the first split.

2.2. Flow Cytometry

Surface antigen expression was detected by flow cytometry. Cells were resuspended
in ice-cold PBS with 2 mM EDTA and stained for 30 min at 4 °C using 5 uL of two-color
antibody solutions xCD45-FITC/xCD14-PE, «CD3-FITC/«CD19-PE, xCD3-FITC/ xHLA-
DR-PE, or algG1-FITC/ xlgG2a-PE from the BD Simultest IMK Plus reagent kit, single-color
antibodies «CD23-PE or «IgG1-PE control (all from BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ,
USA). After washing with 1 mL PBS/EDTA solution, cells were analyzed on a LSRII cy-
tometer using FACSDiva software version 8.0.1 (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA).

2.3. RNA Extraction, cDNA Generation, and Quantitative Real-Time PCR

Total cellular RNA was isolated using the NucleoSpin RNA kit (Machery-Nagel GmbH
& Co. KG, Diiren, Germany) following the manufacturer’s instructions. Transcription into
c¢DNA was performed using 1 pg total RNA in 16 pL nuclease-free water and 4 pL qScript
c¢DNA 5 x SuperMix (QuantaBio, Beverly, MA, USA). For qRT-PCR, each reaction contained
0.5 pL. of cDNA, 500 nM of forward and reverse primer, 5 uL. of PowerUP SYBR Green 2 x
Master Mix (Applied Biosystems by Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), and
4 uL of nuclease-free water. All primers are listed in Table 1.

Table 1. Primers used for quantitative real-time PCR.

Target Exemplary Accession Number Sequence of Forward (f) and Reverse (r) Primer (5'-3')

f: GCTTTGCGAAAACGAAAGTG

EBNA-1 V01555.2:62399-107964 [38] - CCCCTCGTCAGACATGAT
f: TCTGCTATGCGAATGCTTTG

EBNA-2 V01555.2:48888-49287 [39]  GAGGGTGCATTGATTGCTCT
f: GGCCATCAGAGTCTAAACCACG

HERV-K GAG JN675025.1:1621-1787 [40] - CTIGACTTTCTGGGGGTGGCCG

HERV-W1 ENV NM_014590.4:2206-2341 [41] £ TGCTAACCGCTGAAAGAGGG

r: CGAAGCTCCTCTGCTCTACG

The amplification protocol included an initial denaturation step at 95 °C for 10 min,
followed by 40 cycles with denaturation at 95 °C for 15 s, primer annealing, amplification,
and extension at 61 °C for 60 s. Two technical replicates were measured for each sample.
LCL from the same PBMC donor were taken together and therefore served as biological
replicates. A total of 30 PBMC and 94 LCL were analyzed from 32 individuals with MS,
as well as 10 PBMC and 29 LCL from 10 controls. The analysis was performed using
QuantStudio3 and QuantStudio Design and Analysis Software v.1.4.3 (Applied Biosystems
by Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). For copy number determination, standard
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curves were prepared using dilutions from 10 ng to 10! ng of purified target DNA. The
copy number was calculated with respect to the molecular weight of the target DNA
amplicon (EBNA-1: 156.381 kDa; EBNA-2: 247.219 kDa; HERV-K GAG: 103.226 kDa;
HERV-W1 ENV: 84.057 kDa) using the DNA Molecular Weight calculator at https://www.
bioinformatics.org/sms2/dna_mw.html (accessed on 1 January 2020). Standard curves can
be found in the supplement (Supplementary Figure S1).

2.4. RNAseq Analysis

Generation of RNAseq data was performed by Novogene UK Co., Ltd. (Cambridge,
UK) using the Illumina Novaseq6000 system, and can be downloaded from the NCBI
Short Read Archive (SRA) under BioProject PRINA765133. All samples presented in
this manuscript passed the quality control. The quality control report is provided in the
supplement. A total of 16 PBMC and 79 LCL from 32 individuals with MS (nycp, = 59
and npppc = 9) and 10 controls (nicL = 20 and npppc = 7) were analyzed. LCL from
the same PBMC donor were taken together and therefore served as biological replicates.
Additional RNAseq data from activated B cells were downloaded from SRA (BioProjects
PRJNA397793 [42] and PRJNA702159 [43]). Quantification of overall HERV expression
was performed as described [44] by using the Galaxy server [45] for Bowtie2 mapping and
quantification by FeatureCounts [46]. Quantification of human transcriptome data was
performed by Novogene UK Co., Ltd. (Cambridge, UK) using human genome version
GRCh38/hg38. For all analyses, fragments per kilobase per million (FPKM) values were
calculated to quantify and normalize the counted fragments with FeatureCounts, according
to the transcript length and the total number of reads.

To identify differentially expressed genes, we determined the fold changes calculated
from the median of one group divided by the 75th percentile of the other group. Heatmaps
of strongest differentially expressed genes were performed using the heatmap webtool
at http:/ /heatmapper.ca/expression/ (accessed on 1 August 2022). For all volcano plots,
GraphPad Prism was used (version 8.3.0 for Windows, GraphPad Software, San Diego,
CA, USA).

To study the influence of environmental factors and clinical parameters (as, e.g.,
the relapse rate), the paired-end reads of the sequence data were mapped to a small
synthetic virus metagenome using Bowtie2 (Galaxy Version 2.4.2 + galaxy0) from the Galaxy
platform [45] with default settings. We have added the fasta file of this genome, including
selected sequences of housekeeping genes, endogenous and exogenous viruses, in the
supplement (Viruses21B4.fasta). For quantification of gene expression from the BAM files,
the mapped reads were counted using FeatureCounts (Galaxy Version 2.0.1 + galaxy?2 [46]).
The GTF file used for quantification (Viruses21B4.gtf) is provided in the supplement. We
used the following settings: enable counting of fragments instead of reads (-p), only
allowing fragments with both reads aligned (-B), enable both multi- and overlapping
features (-M -O). This has the advantage, that the readthrough transcripts in the smaller
exons (F/Q and U) can also be detected and would not only be counted, e.g., for the
larger EBNA-1 K exon. This provides the highest probability of detecting all lytic EBNA-1
transcripts starting in the F/Q promoter region.

To identify MS biomarkers within our LCL model, differentially up-regulated genes in
MS (p < 0.05) were identified, and for each gene the 16th highest FPKM value in MSLCL
(n = 59) was determined. Subsequently, the genes that showed an expression below this
threshold in all coLCL (n = 20) were identified. As a result, we obtained a list of genes
that had an expression above a target-dependent threshold in at least 25% of MSLCL. This
cut-off was never exceeded by any coLCL. To identify targets that correlated with the
relapse rate in MS, we used MSLCL in at least duplicates from each seven individuals with
(n = 14) and without relapses (n = 15) in the last two years matched by gender and the
duration of disease £1 year. Due to the limited number of samples, we determined targets
that had an expression above or below a cut-off value in at least 75% of the MSLCL from
individuals with relapses using the 11th highest FPKM.
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2.5. Statistics

For all statistical analyses, GraphPad Prism was used (version 8.3.0 for Windows,
GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Comparisons of two groups were performed
using t-test. To compare more than two groups, a one-way ANOVA with Dunnett T3 post-
hoc test was performed. Multiple comparison analyses were performed using two-way
ANOVA, followed by Bonferroni multiple comparisons test. The p values are indicated by
asterisks: *** p < 0.0001, *** p < 0.001, ** p < 0.01, * p < 0.05. To determine the specificity
and the sensitivity of putative biomarkers, receiver operating characteristic (ROC) analyses
were performed.

3. Results
3.1. The GAG Regions of HERV-K (HML-2) Loci Are Up-Regulated by EBV-Triggered Immortalization

We studied the expression of EBV and distinct HERVs, which are frequently suggested
to play a role in the pathogenesis of MS. Therefore, we designed a small virus meta-genome
including the sequence of EBNA-2 as well as EBNA-1 transcripts including the exons F/Q,
U and K, as well as sequences from HERV-W and HERV-K family members. Regarding
HERV-W family, we focused on the envelope from ERVWE-1 coding locus on chromosome
7 (HERV-W1 ENV) and another envelope with a yet unknown genomic location named
MS-associated retrovirus (MSRV ENV). Further, we investigated the expression of a group-
specific antigen (GAG) region of HERV-K4 belonging to the biologically most active HERV-K
(HML-2) family. Besides RN Aseq, we determined copy numbers of the same HERV-W1
ENV, EBNA-2 and lytic EBNA-1 transcripts by qRT-PCR, using a larger number of PBMC
samples and multiple LCL per donor. In total, 40 PBMC and 123 LCL from 32 individuals
with MS (nycp. = 94 and npgpmce = 30) and 10 controls (nycp = 29 and npgype = 10) were
analyzed. Of notice, expression of HERV-K GAG was studied using primers that detected
not only GAG from HERV-K4, but also other members of the HERV-K (HML-2) family.

Comparing the expression in PBMC and LCL, we observed strong increase after EBV-
triggered immortalization of both EBNA-2 (p < 0.0001) and lytic EBNA-1 (p < 0.0001) using
RNAseq and qRT-PCR (Figure 1). No expression of the EBV transcripts was observed in
any of the PBMC samples studied. In contrast, the expression of the HERVs analyzed could
be detected in LCL and PBMC, though at low levels. In controls, HERV-W1 ENV showed
higher expression in LCL than in PBMC with significant difference in qRT-PCR analyses.
In individuals with MS, high HERV-W1 ENV levels were also observed in several PBMC
samples without significant up-regulation in LCL. However, the overall mean expression
was comparably elevated in LCL from both controls and individuals with MS. For MSRV
ENV, the expression showed no significant changes after EBV-immortalization by RNAseq
analyses. Further, the expression of HERV-K4 GAG showed no significant differences in
PBMC and LCL from individuals with MS or controls. In qRT-PCR analyses targeting
broad numbers of HERV-K (HML-2) family members due to their high sequence homology,
HERV-K GAG transcription was up-regulated after EBV-induced immortalization of both
MS (p < 0.0001) and control (p < 0.01) samples.
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Figure 1. Comparison of EBV and HERV expression in PBMC and after EBV-triggered immortal-
ization of B cells. The graphs show mean + SD of FPKM of RN Aseq analyses (A) or copy numbers
of gRT-PCR analyses (B). LCL from the same individual served as biological replicates. Statistics:
One-way ANOVA with Dunnett T3 post-hoc test; **** p < 0.0001, ** p < 0.01.

3.2. Transcription of EBNA-1 from the Lytic Promoter Is Negatively Correlated with Age of
PBMC Donors

Next, we investigated the influence of environmental risk factors and clinical para-
meters on the expression of the mentioned EBV and HERYV targets in LCL from individuals
with MS. We observed increased levels of lytic EBNA-1 transcripts (p < 0.01) in LCL from
individuals with MS treated with natalizumab compared to those not receiving disease-
modifying therapies (Table 2). The primers used for EBNA detect transcripts initiated
at the F promoter that is used during EBV lytic cycle. Consequently, detection of EBNA-
1 transcripts with these primers in LCL correlates well with the B cell-immortalization
capacity of culture supernatants from these cells [38].
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Table 2. Influence of environmental and clinicopathological factors on EBV and HERV expression in
LCL from MS individuals. RNAseq data from EBNA-1, EBNA-2, HERV-K4 GAG, HERV-W1 ENV
and MSRV ENV were determined in a total of 59 LCL from 32 individuals with MS and presented as
FPKM. LCL from the same individual served as biological replicates. Data are means + SD. Statistics:
Two-way ANOVA with Bonferroni’s posthoc test; p values < 0.05 from comparisons between the

indicated groups (a: 1-2 relapses, b: no relapses; ¢ natalizumab, d: no therapy) were indicated.

EBNA-1

EBNA-2 HERV-K4 GAG HERV-W1 ENV MSRV ENV
F Promoter
GENDER
Female (n = 21) 52.68 4+ 18.79 32.69 +17.39 1.260 + 0.4868 0.5098 + 0.1336 0.2671 + 0.0825
Male (n =11) 50.72 4+ 10.94 21.94 4+ 22.88 1.145 + 0.6285 0.4633 + 0.1589 0.2747 + 0.0856
SMOKING BEHAVIOR
Smoker (n = 11) 58.75 4+ 35.12 28.17 4+ 24.38 1.275 + 0.6163 0.5157 £+ 0.1433 0.2326 + 0.0830
Non-Smoker (n = 21) 50.75 +17.97 29.43 +17.55 1.192 + 0.4969 0.4823 + 0.1435 0.2891 + 0.0768
VITAMIN D DEFICIENCY
Deficient (n = 14) 50.27 4+ 21.30 31.28 4+ 20.28 1.303 + 0.4520 0.5074 + 0.1258 0.2613 + 0.0677
Non-Deficient (n = 7) 46.47 + 8.694 25.61 +13.12 1.153 + 0.5582 0.4910 + 0.1539 0.2620 + 0.1024
Unknown (n=11) 57.73 + 11.50 28.24 4 23.62 1.159 + 0.6399 0.4783 + 0.1649 0.2853 + 0.0913
AGE AT STUDY ENTRY
Age 20-30 years (n = 6) 48.70 +12.04 31.38 +28.13 1.044 + 0.6815 0.4035 + 0.1595 0.2604 + 0.0483
Age 3140 years (n=12) 56.25 £ 18.99 37.85 +19.26 1.402 + 0.4946 0.5590 + 0.1213 0.3071 + 0.0801
Age 41-50 years (n = 8) 46.37 + 16.39 22.67 +13.87 1.165 + 0.5178 0.4544 + 0.1427 0.2646 + 0.0794
Age 50-60 years (n = 6) 54.33 4+ 15.15 17.34 £ 11.16 1.108 £ 0.4931 0.5064 + 0.1266 0.2110 £ 0.0951
DURATION OF DISEASE
Time > 10 years (n = 11) 51.44 +18.31 33.71 £ 21.30 1.218 + 0.4479 0.5140 £+ 0.1233 0.2618 + 0.0986
Time <10 years (n=21) 52.30 +15.70 26.52 + 18.99 1.222 + 0.5823 0.4832 + 0.1526 0.2739 + 0.0747
LIFETIME WITH DISEASE *
Lifetime > 20% (n = 15) 51.66 4+ 16.37 35.64 + 23.88 1.282 + 0.5405 0.5238 + 0.1365 0.2726 + 0.0860
Lifetime < 20% (n = 17) 52.31 + 16.84 23.13 +13.43 1.166 + 0.5357 0.4674 + 0.1455 0.2672 + 0.0814
RELAPSES IN THE LAST 2 YEARS
Relapses >2 (n=7) 46.51 + 15.05 27.71 +13.08 1.250 + 0.5834 0.4629 + 0.1424 0.2389 + 0.0421
Relapses 1-2 (n = 17) 49.06 + 13.71 2235+ 14.344 1.041 + 0.4737 0.4471 + 0.1205 0.2722 + 0.0903
Relapse free (n = 8) 63.09 4+ 19.20 4424 +27.20P 1.577 + 0.4753 0.6201 £+ 0.1192 0.2914 + 0.0912

p value ayg. b p<0.01

DISEASE-MODIFYING THERAPIES (DMT)

Natalizumab (n = 14) 49.40 +19.73 37.24 +21.63 € 1.578 £ 0.3895 0.5632 + 0.0361 0.2742 4+ 0.0816
No DMT (n = 10) 56.70 + 13.53 15.79 + 10.82 4 0.8971 + 0.5186 0.4036 + 0.1593 0.2671 £ 0.0794
Other therapies ¥ (n=8)  50.70 + 13.38 31.06 £17.93 0.9989 + 0.4087 0.4852 + 0.1046 0.2652 £ 0.0971
p value ¢vs. d: p<0.01
EXPANDED DISABILITY STATUS SCALE (EDSS)

EDSS 1.0-1.5 (n = 6) 48.13 £ 26.23 44.34 + 33.14 1.252 4 0.6962 0.4987 £ 0.1757 0.3046 + 0.0996
EDSS 2.0-2.5 (n=11) 55.21 +11.88 28.68 + 14.78 1.211 £ 0.5583 0.4981 £ 0.1516 0.2803 + 0.0668
EDSS 3.0-3.5 (n = 6) 53.58 £ 18.80 21.98 +15.75 1.137 £ 0.4647 0.4841 + 0.1660 0.2963 £ 0.0741
EDSS 4.0-5.5 (n = 8) 50.27 + 14.00 24.88 +12.94 1.277 4 0.5465 0.4984 +0.1188 0.2132 + 0.0835

* Calculated from duration of disease divided by age at study entry. ! Interferon beta-1a, carbamazepine,
alemtuzumab, glatiramer acetate, dimethyl fumarate, fingolimod (n = 3).

Of interest, EBNA-1 transcripts were increased (p < 0.01) in individuals without
relapses compared to individuals with one or two relapses in the last two years. Further,
EBNA-1 expression was 1.7-fold higher in individuals with low disability scores (EDSS < 2),
although this increase was not significant. Interestingly, the expression of EBNA-1 was
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negatively correlated with age (r = —0.36). Using qRT-PCR analyses, we could not observe
significant differences in the relapse rate, the treatment with natalizumab or the EDSS score,
but EBNA-1 expression also tended to be higher in individuals without or with minimal
disabilities compared to those with higher EDSS scores (Supplementary Table S1). The
difference in EBNA-1 between the younger to the elder MS subgroups could be confirmed
(p < 0.001 and p < 0.0001) using qRT-PCR analyses in 94 LCL from 32 individuals with
MS. In addition, we detected higher expression of both EBNA2 (p < 0.05) and EBNA1
transcripts (p < 0.05) in MSLCL compared to controls. Further, the up-regulation of all
EBV and HERYV transcripts by qRT-PCR was more pronounced in MSLCL established from
female donors compared to gender-matched controls, while no difference in expression
could be detected in the male counterparts (Supplementary Figure S2). However, these
differences in EBV and HERV expression with gender were not significant in RNAseq
analyses (Supplementary Figure S3). For HERV-K GAG, differences in gene expression
might be explained by targeting more than one distinct transcript due to the high similarity
within the HERV-K family. For all additional investigated environmental sequence features
and clinical parameters, no significant changes in expression were observed.

3.3. Differential Expression Pattern in Human Transcriptome in LCL from MS-Derived Samples
and Controls

Mapping against the human genome version GRCh38/hg38 showed that gene ex-
pression profiles of PBMCs and LCL are distinctly different, as expected. Well-known
EBV-induced genes like EBI3 and CD70 were up-regulated 150- to 160-fold (p < 0.0001),
in both coLCL and MSLCL. Furthermore, cytokines related to cell growth checkpoints,
e.g., CCL22 and CCL25, were observed in the LCL (Supplementary Table S2). In PBMCs,
genes that are mainly expressed by T lymphocytes, like CD3D (fold change: 503.1) and
CD7 (fold change: 599.9), or monocytes, such as CD14 (fold change: 1610.9), were among
the 100 most up-regulated genes compared to the LCL as pure B cell lines verified by
flow cytometry (Supplementary Figure S4). In contrast, the overall gene expression pat-
tern was highly similar in the comparison of MSLCL and coLCL, resulting in a limited
number of differentially expressed genes (Figure 2). Notably, an ERV element of the
medium reiteration frequency (MER) family, ERVMER61-1, was included within the 20
up-regulated genes (fold change > 1.5, p < 0.05) in MSLCL. Furthermore, REEDL1, RNU7-
20P, RF00012 (member of U3 snoRNA family), MT-TQ, DLG-AS1 and MPL were increased
most significantly in MSLCL (STab. 3). In coLCL, 39 genes were found to be up-regulated
(fold change > 1.5, p < 0.05). The decidual protein induced by progesterone 1 autophagy
regulator (DEPPI) was increased most significantly in coLCL compared to MSLCL, which
might suggest higher activation of autophagy mediated by oxidative stress [47]. Further-
more, beta-secretase 2 (BACE2) which cleaves the amyloid precursor protein (APP) in
the Ap domain, preventing A3 generation, e.g., in Alzheimer’s disease [48], as well as
RHOV, CTH, ANK1, HEPHL1, DTX1, DHX9P1, TNFSF11 and AC018738.1 showed strongest
evidence of differential expressions in controls (Supplementary Table S4).
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Figure 2. Differential gene expression patterns in individuals with MS and controls, assessed by
RNAseq analysis. The graphs represent a heatmap (A) and a volcano plot (B) of differentially ex-
pressed genes (fold change > 1.5, p < 0.05) in MS and controls. Up-regulated genes in MS (red) and con-
trols (blue) were indicated and ranked from highest to lowest fold change in MSLCL. For this analysis,
a total of 20 LCL established from controls (coLCL) and 59 LCL from individuals with MS (MSLCL)
were used. Human genome version GRCh38/hg38 was used for RNAseq read mapping. Fold changes
and statistical significances were listed in the supplement (Supplementary Tables S3 and S4).

3.4. Up-Regulation of Distinct HERV-K Loci and ERV3-1 in LCL from MS-Derived Samples

To investigate the increase in HERVs in LCL and especially in MS samples, we mapped
the reads against a synthetic virus metagenome including more than 100 individual HERV
sequences [44]. As also exogenous viruses, like EBV, were included in this mapping process,
we observed a distinct increase in EBNA-1 in LCL compared to PBMCs as expected. Among
the differentially expressed HERV elements, HERV-K18, was most increased with a fold
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change of 2.1. Additionally, six HERV elements were found to be up-regulated after the EBV-
triggered immortalization of B cells (Supplementary Table S5): three HERV-K elements lo-
cated at chromosome 1q21.3 (JN675012.1), 12q24.11 (JN675069.1) and 22q11.23 (JN675088.1),
as well as HERV-KC4 (X80240.1), HERV-9 (X57147.1) and HERV-W5 (AC117456.6:51035-
52536). Interestingly, the up-regulation of these HERVs can be observed in B cell receptor
(BCR) and CD40-stimulated B cells [42], but not in B cells stimulated by phorbol myristate
acetate (PMA) [43] (Supplementary Figure S5), suggesting activation of HERVs in B cells by
stimulation of the BCR/CD40, which are pathways used by EBV for immortalization. Com-
paring MS and controls, we observed only six HERVs that showed an increased expression
in MSLCL (Figure 3). Of interest, five of these HERVs belong to the HERV-K family: ERVK3-
1 (NC_000019: 58305374-58315657), HERV-K11 and three elements located at chromosome
19p12a (JN675076.1), 3p12.3 (JN675019.1) and 1q32.2 (JN675016.1). Furthermore, ERV3-1
(NC_000007.14: 64990356-65006687) belonging to the HERV-R family was up-regulated
most significantly in MSLCL (Supplementary Table S6). In contrast, no HERV sequence
was significantly up-regulated in LCL from controls.

Z-score:

coLCL MSLCL 6-4-20 2 4 &

19p12a_HERV-K
ERV3-1

ERVK3-1
HERV-K11
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Figure 3. Differential expression of endogenous virus elements in MS and controls, assessed by
RNAseq analysis. The graphs represent a heatmap (A) and a volcano plot (B) of differentially
expressed genes (p < 0.05) in MS and controls. Up-regulated genes (fold change > 1) in MS (red) were
indicated and ranked from highest to lowest fold change in MSLCL. None of the ERVs analyzed
were found to be significantly up-regulated in control samples. For this analysis, a total of 20 LCL
established from controls (coLCL) and 59 LCL from individuals with MS (MSLCL) were used. A
synthetic virus metagenome was used for RNAseq read mapping. Fold changes and statistical
significances were listed in the supplement (Supplementary Table S6).
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3.5. Discovery of Gene Panels for MS and Relapse Risk Using RNAseq Data from LCL

To identify target genes that might be used as possible MS biomarkers, we analyzed the
previously mentioned RNAseq data mapped against the human genome GRCh38/hg38,
and the synthetic virus transcriptome for genes that were highly expressed at least in
subgroups of MSLCL but not in coLCL. Among all up-regulated genes in MSLCL, we
observed 35 genes showing a high expression level in at least 25% of the MSLCL which
was never exceeded by any coLCL (Table 3).

Table 3. Genes with higher expression in MSLCL samples. All genes with an increased expression
according to RN Aseq analysis in at least 25% of MS samples, never exceeded by any control (co) were
listed. The AUC =+ SE were determined and the FPKM at 100% specificity was taken as the cut-off
value for predicting MS. Statistics: p values from unpaired t-test were adjusted by multiple correction
using Bonferroni-Dunn method. The false discovery rate (FDR) was calculated by Benjamini—
Hochberg method. Genes were ranked according to their adjusted p value.

Mean (o) Mean (MS) Adjusted p Value FDR a V‘?h}e Cut-Off [FPKM] at
Name n=20 n=>59 p Value (Bonferroni—Dunn) (Benjamini- AUC + SE 100% Specificit
[FPKM] [FPKM] Hochberg) ° 5P y
MT-TY 24.09 55.71 0.00003 0.0011 0.0006 0.790 £ 0.056 67.83
MT-TC 146.6 417.2 0.00004 0.0013 0.0006 0.847 £ 0.046 355.7
AL669831.1 0.1678 0.2549 0.00005 0.0017 0.0006 0.800 £ 0.052 0.277
MT-TE 4.012 9.250 0.00007 0.0024 0.0006 0.790 £ 0.053 10.39
LINC01529 0.0394 0.1054 0.00010 0.0034 0.0006 0.797 £ 0.052 0.119
AL365273.1 1.442 2.960 0.00010 0.0034 0.0006 0.773 £ 0.058 3.426
SNORA79B 0.2844 0.7127 0.00019 0.0065 0.0009 0.800 £ 0.053 0.807
MIR34AHG 0.4675 0.9528 0.00033 0.0116 0.0014 0.743 £ 0.062 1.189
ENTPD1-AS1 0.3070 0.5408 0.00037 0.0129 0.0014 0.761 £ 0.059 0.622
MFSD14C 0.7940 1.0780 0.00039 0.0137 0.0014 0.748 £ 0.060 1.263
RNU7-20P 0.2588 0.7819 0.00071 0.0247 0.0022 0.780 £ 0.055 1.016
REELD1 0.0213 0.0683 0.00076 0.0265 0.0022 0.791 £ 0.053 0.081
MT-TG 6.905 14.600 0.00088 0.0307 0.0022 0.734 £ 0.062 19.16
GABARAP 0.2457 0.5464 0.00088 0.0308 0.0022 0.757 £ 0.059 0.616
SNORD20 0.6918 1.5220 0.00107 0.0375 0.0025 0.747 £ 0.060 2.164
AL669831.3 0.0185 0.0411 0.00178 0.0622 0.0039 0.729 + 0.063 0.049
RF00012 0.0564 0.1735 0.00219 0.0766 0.0045 0.775 £ 0.055 0.217
MPL 0.0084 0.0188 0.00234 0.0817 0.0045 0.726 £ 0.060 0.024
FAMS89B 0.5908 0.8061 0.00743 0.2599 0.0137 0.701 £ 0.060 0.946
AC006001.3 0.5246 0.6044 0.00847 0.2963 0.0141 0.721 £ 0.058 0.657
EBF2 0.0007 0.0024 0.00849 0.2970 0.0141 0.696 £ 0.059 0.004
CFAP73 0.0359 0.0552 0.00998 0.3491 0.0159 0.699 £ 0.062 0.063
LINCO01118 0.0050 0.0120 0.01080 0.3781 0.0164 0.682 £ 0.060 0.016
HERV-K 3p12.3 0.1862 0.2447 0.01254 0.4390 0.0177 0.637 £ 0.061 0.334
DLGI1-AS1 0.0023 0.0103 0.01262 0.4416 0.0177 0.664 £ 0.063 0.016
DIAPH2-AS1 0.0130 0.0321 0.01402 0.4908 0.0189 0.713 £ 0.059 0.033
RPL41P1 133.8 317.3 0.01642 0.5746 0.0212 0.675 £ 0.062 2769
MIR3150BHG 0.0372 0.1018 0.01693 0.5924 0.0212 0.680 £ 0.059 0.102
TTLL7-IT1 0.0022 0.0109 0.02014 0.7048 0.0243 0.704 £ 0.059 0.009
RNU6-32P 0.0636 0.1835 0.02500 0.8751 0.0292 0.670 =+ 0.062 0.273
GOLGAG6L4 0.0004 0.0041 0.02800 0.9798 0.0316 0.736 £ 0.055 0.002
HIST2H2AC 0.8899 121 0.06537 >0.999999 0.0654 0.606 + 0.065 1.379
C3r1 0.0014 0.0045 0.02933 >0.999999 0.0321 0.659 £ 0.062 0.005
MIR221 0.4966 0.9103 0.03409 >0.999999 0.0351 0.614 £ 0.064 1.158
HERV-K11 0.2805 0.3140 0.03055 >0.999999 0.0324 0.683 £ 0.064 0.303

We observed that one MSLCL did not show increased expression above the cut-off
for any of these genes. However, this MSLCL had a duplicate LCL from the same subject
(MSLCL-030) which did show increased expression above the cut-off for 8 of the 35 genes.
Variability was also observed within the LCL from other subjects, suggesting that the
usage of multiple LCL from one donor yields more powerful gene expression analyses
(Supplementary Table S7). Using LCL duplicates, all 32 individuals with MS were identified
with increased expression even for the smaller 15 gene panel, which we have chosen using
multiple comparison analysis from all 35 targets (adjusted p < 0.05). The ROC curve
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from this smaller MS gene panel confirmed the high predictive power with an AUC of
0.972 £ 0.018 (Figure 4).
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Figure 4. A panel of 15 target genes has high predictive power distinguishing between MS and
control samples. RNAseq data of 20 LCL from 10 controls and 59 LCL from 32 individuals with
MS were analyzed. The presented ROC curve and prediction probability were performed within a
multiple logistic regression analysis using GraphPad PRISM 8.3.0. The 15 genes included for this
analysis are listed in Table 3 with adjusted p values below 0.05. For ROC curve analysis, area under
the curve (AUC) + SE is indicated. A positive predictive power of 100% could be achieved using a
classification cut-off at 0.75, suggesting no false positive predictions and a correct identification of
about 88% of MSLCL.

Second, we analyzed for targets that were correlated with the relapse rate in MS.
Therefore, we used LCL from each 7 MS individuals with and without relapses matched by
gender and duration of the disease 1 year. We identified two genes above and six genes
below (p < 0.05) a target-specific threshold in at least 75% of the LCL from individuals with
relapses (Table 4). All individual ROC curves from the MS risk targets and the genes correlat-
ing with relapse rate can be found in the supplement (Supplementary Figures S6 and S7).

Table 4. Genes that correlated with relapse rate in LCL from individuals with MS. Each 7 MS individuals
with or without relapses in the last 2 years were compared. They were matched by gender and the
duration of disease +1 year. LCL from these individuals were at least analyzed in duplicates by RNAseq.
All genes with an exclusively up- or downregulated expression in at least 75% of MS samples with
relapses in the last 2 years were listed. The AUC = SE were determined and the FPKM at 100% specificity
was taken as the cut-off value for predicting relapses. Statistics: p values from unpaired ¢-test were
adjusted by multiple correction using Bonferroni-Dunn method. The false discovery rate (FDR) was
calculated by Benjamini—-Hochberg method. Genes were ranked according to their adjusted p value.

llzle 'i:;stllssi:::; II{Ve[ f:;slt:g?n“;ﬁ)e Adjusted FDR g Value Cut-Off [FPKM]
Name p Value p Value (Benjamini- AUC £ SE at 100%
Last 2 Years Last 2 Years (Bonferroni-Dunn) Hochberg) Specificit
n=14[FPKM]  n=15[FPKM] v
ur
AK7 0.550 0.228 0.0001 0.0007 0.0004 0.895 £ 0.062 0.188
BX664727.3 0.0123 0.0004 0.0012 0.0105 0.0017 0.957 £ 0.043 0.006
DOWN
ZNF302 1.904 2.942 0.0000 0.0003 0.0003 0.943 £ 0.041 2.237
PM20D2 1.224 2.598 0.0005 0.0046 0.0015 0.924 £ 0.053 1.410
ZNF283 0.293 0.471 0.0008 0.0068 0.0017 0.905 + 0.059 0.347
DHFRP1 6.004 12.360 0.0009 0.0084 0.0017 0.871 £+ 0.073 8.061
XKR9 0.037 0.085 0.0015 0.0135 0.0019 0.876 £+ 0.071 0.044
ZNF195 1.658 2.670 0.0017 0.0153 0.0019 0.867 £ 0.075 1.787
TCERG1 4.837 6.280 0.0133 0.1195 0.0133 0.871 £ 0.078 4.994
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4. Discussion

In the present study, we investigated differential gene expression patterns in MS
and controls after EBV infection of B cells, as EBV infection is a major risk factor for the
subsequent development of MS [5-15]. To investigate the influence of environmental risk
factors and clinical parameters, we studied selected EBV and HERV targets in LCL by
RNAseq and qRT-PCR. For lytic EBNA-1, we observed differential expression with certain
parameters investigated. Using RNAseq, EBNA-1 showed up-regulation in MSLCL from
individuals treated with natalizumab compared to those not receiving disease-modifying
therapies, and in individuals without relapses compared to individuals with one to two
relapses in the last two years. However, both results regarding the relapse rate or the DMT
could not be confirmed using qRT-PCR method (Supplementary Table S1, Supplementary
Figure S9 and S10). Additionally, our results from qRT-PCR suggested an up-regulation of
EBNA-1, EBNA-2 and HERV-K GAG expression, which was more pronounced in LCL from
female individuals with MS. Differential expression of HERV-K4 GAG was not detected
by RNAseq analysis. Quantification of reads that mapped exclusively to the HERV-K4
region that was also amplified by PCR showed higher similarity with the QRT-PCR results
(Supplementary Figure S8). For lytic EBNA transcripts we observed approximate reduction
in expression levels by half from the youngest to the oldest group in both RNAseq and
gqRT-PCR analyses. While beneficial effects of vitamin D supplementation on inflammation
in MS have been frequently observed [49,50], the contribution of vitamin D deficiency to MS
risk, or its association with EBV in MS, is still elusive, and commonly conflicting results can
be found in the literature [51,52]. According to the data presented, no significant differences
in the studied EBV and HERV genes between deficient and non-deficient individuals could
be observed in both, gRT-PCR and RNAseq analyses. However, the study presented here
was limited to a single point in time of PBMC extraction. To confirm a relationship of
EBV transcription and vitamin D deficiency in MS, we propose further investigation on
EBV expression and the vitamin D titer at the stage of deficiency, and within time after
successful vitamin D supplementation in LCL from individuals with MS and controls,
as an interplay between EBV, HERVs and vitamin D seems at least plausible [53,54]. In
this scenario, higher vitamin D titer after supplementation might result in reduced EBNA
levels in EBV-immortalized B cells. For EBNA-2, the inverse correlation could be explained
by overlapping DNA binding sites with the vitamin D receptor that would outcompete
EBNA-2 at high vitamin D levels and vice versa [55]. Consequently, the transactivation of
HERVSs as putative EBV-triggered drivers in the pathogenesis of MS should be affected by
lower EBV levels.

Regarding HERVs that can be transactivated by EBV, we observed an increase in
HERV-K18 expression by up to 2.1-fold upon EBV-triggered immortalization. This result
was not unexpected, as the Huber’s group has previously studied the mechanism of an
EBV-triggered transactivation of HERV-K18. On resting B cells, EBV glycoprotein gp350
binds to CD21, and therefore leads to the activation of HERV-K18 ENV protein coding for
a superantigen that strongly stimulates a large number of T cells [24,56,57]. In addition,
we found that activation of HERV-K18 is not limited to the coding region of the ENV, as
we observed an equal distribution of reads across the complete proviral sequence (data
not shown).

On the other hand, the results for the expression pattern from HERV-W1 ENV and
MSRYV were more ambiguous. From the literature, one might expect that the expression of
both MSRV ENV and HERV-W1 ENV RNA is up-regulated in B cells and monocytes after
exposure to the EBV glycoprotein, gp350, that had been found to transactivate the ENV of
HERV-K18 [58,59]. In our study, we used complete EBV from the B95.8 cell lines instead of
gp350. However, we observed an increase in HERV-W1 ENV in controls after EBV-induced
immortalization by qPCR, analyzing higher numbers of PBMC and multiple LCL per donor.
This might be explained by high HERV-W1 ENV levels in PBMCs from several individuals
with MS, which is supported by similar results from other studies suggesting an overall
higher frequency of circulating HERV-W in individuals with MS [58,60]. Based on our data,
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we observed a tendency for higher HERV-W1 ENV expression which was not significant in
PBMC of individuals with MS, but no up-regulation of MSRV ENV in LCL, although an
increase in HERV-K18 and six other HERV loci occurred upon EBV-immortalization via
CD40/BCR-receptor signaling pathway. Of interest, HERV-W5, belonging to the HERV-W
family, was one of these EBV-activated HERV genes.

In the present study, we observed up-regulation of ERVMER61-1, several loci from
HERV-K family and ERV3-1 exclusively in MSLCL. So far, the ERV3-1 element, belonging
to the HERV-R family, was found to be differentially expressed in PBMCs from individuals
with MS and controls [61] but none of the investigated ENV allelic forms were associated
with MS [62]. The ERVMERG61-1 was previously analyzed as a putative candidate IncRNAs
in subtypes of breast cancer [63] and hepatocellular carcinoma (HCC), where it was thought
to be included in a prognostic signature of dysregulated RNAs in HCC [64]. Of note,
expression of these HERV loci did not show a dependency on age or gender (Supplementary
Figures S11 and S12). Since the differences between MSLCL and coLCL were subtle, it
should be discussed to what extent the expression level of HERVs alone is crucial in the
pathogenesis of MS. HERVs are intrinsic transposable elements, which are capable of
modulating their integration site within or near to genes. By disruption or promotion
of co-localized genes, e.g., critical immune factors, the existence of full or partial HERV
provirus sequences might have an impact itself [65,66]. As a result, HERV transcription
is under constant surveillance by multilayered regulatory mechanisms of the host. This
balance between the persistence of HERV expression and the host immune protection
might be very subtle, especially in the case of HERV activation as a first line of antiviral
defense counteracting infections with exogenous (retro-)viruses [67]. In the case of HERV
glycoprotein expression, this mechanism of molecular mimicry could also accidently trigger
other proteins with similarity in sequence that are principal targets of an autoimmune
response, as it has been suggested for myelin and viral peptides from EBV and HERV ENV
via binding to the MS risk factor HLA class Il DR2b [68]. Recently, cross-reactive antibodies
against EBNA-1 and the glial antigen GlialCAM have been found in the CSF of individuals
with MS [69]. In addition, the EBV-specific T cell repertoire in individuals with MS seems
to be expanded [70], and EBV-specific CD8-positive T-cells are frequently observed in the
CSF and in brain tissue at sites of white matter lesions and the meninges in MS [71,72].
These observations suggest ongoing EBV (re-)activation that might challenge the immune
homeostasis directly or by transactivation of HERVs. Besides the antiviral defense, HERVs
seem to be involved in the maintenance of the pluripotency of stem cells [44] and are
activated at specific developmental stages during embryogenesis and pregnancy, which
also challenges the mentioned host-virus balance [73]. In summary, HERVs are able to
regulate the host genes’ activity in several ways and at different expression levels. For
future analyses, the HERV loci here identified should be considered as putative MS risk
factors by, e.g., RNAseq analyses in a larger cohort. Considering the high variability in gene
expression, we recommend including multiple LCL from each subject. Further, we suggest
matching of MS and control samples by age and gender due to the tendencies we observed
in the present study. A very recent report also found a slightly higher seroprevalence
of EBNA-1 antibodies in females [74]. Finally, the expression of ERV3-1 should be also
investigated on the protein level, as specific antibodies are available.

Besides HERV elements as candidate MS biomarkers, we identified a gene panel
consisting of 15 targets that were highly expressed in at least 25% of our MS samples
and could perfectly distinguish between our LCL from individuals with MS and the
healthy controls, which never exceeded the given cut-off values for any target. Further, the
same approach using multiple LCL from the same donor was used to explore targets that
correlated with relapse risk. Despite a limited number of MS samples matched by gender
and disease duration, we identified eight targets discriminating between our individuals
with and without relapses. Of course, these data are preliminary and have to be examined
with a larger number of samples, but this can be achieved through further collection and
sharing of RN Aseq data from LCL as we did in the SRA database from NCBL
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5. Conclusions

The collection of RNAseq data is increasing, and disease-associated biomarker panels
might be a helpful diagnostic tool for more-extensive and individualized disease mon-
itoring, as deep genomic analyses are becoming ever faster and less expensive. In this
manuscript, we have presented a strategy for using common RNAseq analysis techniques
to identify target genes that might be suitable as biomarkers for MS, or risk factors such
as the relapse rate in an EBV-mediated B cell approach. Furthermore, our data suggest
an EBV-triggered transactivation of HERVs with differential expression of ERVMER61-1,
ERV3-1, and copies from the HERV-K (HML-2) family in LCL from individuals with MS.

Supplementary Materials: The following materials are available online at https://www.mdpi.com/
article/10.3390/cells11223619/s1: Supplementary Figure S1: Standard curves relating the copy num-
ber of target genes to the cycle threshold (CT) measured by qRT-PCR. Supplementary Figure S2:
Transcriptional activation of EBV and HERVs in MSLCL is pronounced in LCL generated from female
donors (QRT-PCR). Supplementary Figure S3: Expression of EBV and HERVs in LCL from female
and male PBMC donors (RNAseq). Supplementary Figure S4: Characterization of LCL from MS
individuals (MSLCL) and control donors (coLCL) by flow cytometry. Supplementary Figure S5: The
activation of HERV can be triggered through CD40 and B cell receptor (BCR)-signaling but not by
phorbol myristate acetate (PMA) in B cells. Supplementary Figure S6: ROC curves of identified MS
biomarkers. Supplementary Figure S7: ROC curves of targets that correlated with relapse rate in MS.
Supplementary Figure S8: Comparison of HERV-K GAG expression in PBMC and EBV-immortalized
B cells (RNAseq analysis). Supplementary Figure S9: Expression of EBV and HERVs in LCL from indi-
viduals with MS regarding disease-modifying therapy (DMT). Supplementary Figure S10: Expression
of EBV and HERVs in LCL from individuals with MS regarding relapse rate. Supplementary Figure
S11: Expression of HERVs up-regulated in MS regarding age of the individuals. Supplementary
Figure S12: Expression of HERVs up-regulated in MS regarding gender of the individuals. Supple-
mentary Table S1: Influence of environmental and clinicopathological factors on EBV and HERV
expression in LCL from MS individuals. Supplementary Table S2: Strongest up-regulated genes
in LCL. Supplementary Table S3: Strongest up-regulated genes in MSLCL. Supplementary Table
S4: Strongest up-regulated genes in coLCL. Supplementary Table S5: Strongest up-regulated viral
transcripts in LCL. Supplementary Table S6: Strongest up-regulated viral transcripts in MS-derived
LCL. Supplementary Table S7: Variability of gene expression in LCL replicates from the same PBMC
donor.
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Supplementary Figure S1. Standard curves relating the copy number of target genes to the cycle threshold (CT) measured by qRT-

PCR. For each target, dilution series from 10 ng to 1x10"' ng of purified DNA were performed in triplicates. The graphs represent

means+SD of data points belonging to the linear dynamic range (dashed line).
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Supplementary Figure S2. Transcriptional activation of EBV and HERVs in MSLCL is pronounced in LCL generated from female
donors (qRT-PCR). The graphs show means+SD of 94 LCL from 32 individuals with MS and 29 LCL from 10 controls analyzed by
qRT-PCR. Copy numbers were determined by standard curves for individual target genes. Multiple LCL from the same donor served
as biological replicates. The copy numbers from these LCL are also included in Figure 1B of the manuscript. Statistics: Welch's t-test;
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Supplementary Figure S3. Expression of EBV and HERVs in LCL from female and male PBMC donors (RNAseq). The graphs show
means+SD of 59 LCL from 32 individuals with MS and 20 LCL from 10 controls analyzed by RNAseq. Multiple LCL from the same
donor served as biological replicates. The RNAseq data from these LCL are also included in Figure 1A of the manuscript.
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Supplementary Figure S4. Characterization of LCL from MS individuals (MSLCL) and control donors (coLCL) by flow cytometry.
The graphs represent means+SD of the percentage of positive cells from all living cells. All tested coLCL and MSLCL showed expres-
sion of CD45, CD19, CD23, and HLA-DR. The presence of T-lymphocytes (CD3), as well as monocytes (CD14) was excluded.
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Supplementary Figure S5. The activation of HERV can be triggered through CD40 and B cell receptor (BCR)-signaling but not by
phorbol myristate acetate (PMA) in B cells. The graphs show means+SD of FPKM from all PBMC (n = 16) and LCL (n = 42) in com-
parison to B cells stimulated with CD40 and BCR or PMA, respectively. The data from PBMC and LCL are the same as shown in
Figure 1 of the manuscript. The presented HERV were selected according to their differential expression in PBMC and LCL as shown
in the supplement (Supplementary Table S5). Statistics: one-way ANOVA with Dunnett T3 post-hoc test; ****p < 0.0001, ***p < 0.001,

**p < 0.01, *p < 0.05.
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Supplementary Figure S6. ROC curves of identified MS biomarkers. Target genes were determined by RNAseq analyses of LCL as

described in the manuscript. The ROC curve analyses were performed by GraphPad PRISM software version 8.3.0. The AUC of 0.5

is indicated by a dashed line.
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Supplementary Figure S7. ROC curves of targets that correlated with relapse rate in MS. Target genes were determined by RNAseq
analyses of LCL as described in the manuscript. The ROC curve analyses were performed by GraphPad PRISM software version
8.3.0. The AUC of 0.5 is indicated by a dashed line.
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Supplementary Figure S8. Comparison of HERV-K GAG expression in PBMC and EBV-immortalized B cells (RNAseq analysis).
Only reads that mapped to the region of the HERV-K4 GAG sequence that was the target for amplification by qRT-PCR were counted.
Multiple LCL from the same donor served as biological replicates.
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Supplementary Figure S9. Expression of EBV and HERVs in LCL from individuals with MS regarding disease-modifying therapy.
The graphs show means+SD of 59 LCL from 32 individuals with MS by A) RNAseq or B) qRT-PCR. Multiple LCL from the same
donor served as biological replicates. Twenty-two of all individuals with MS received therapy with natalizumab (n=14) or other

drugs (n=8). These drugs include fingolimod (n=3), alemtuzumab (n=1), interferon beta-1a (n=1), carbamazepine (n=1), glatiramer

acetate (n=1) and dimethyl fumarate (n=1). Ten individuals with MS were not receiving disease-modifying-therapies at the time of

blood collection. Statistical significances were calculated using a two-way ANOVA with Bonferroni’s posthoc test and are presented
in Table 2 of the manuscript (RNAseq) or in Table S1 of the supplement (qQRT-PCR).
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Supplementary Figure S10. Expression of EBV and HERVs in LCL from individuals with MS regarding relapse rate. The graphs
show means+SD of 59 LCL from 32 individuals with MS by A) RNAseq or B) qRT-PCR. Multiple LCL from the same donor served
as biological replicates. Eight of all individuals with MS were relapse-free, seventeen had one or two relapses and seven had more
than two relapses within the last two years at the time of blood collection. Statistical significances were calculated using a two-way
ANOVA with Bonferroni’s posthoc test and indicated in Table 2 of the manuscript (RNAseq) or in Table S1 of the supplement (qRT-
PCR).
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Supplementary Figure S11. Expression of HERVs up-regulated in MS regarding age of the individuals. The graphs show means+SD
of 59 LCL from 32 individuals with MS analyzed by RNAseq. Multiple LCL from the same donor served as biological replicates. The
correlation of HERV expression with age was indicated by Pearson’s correlation coefficient. The increase of these HERV loci in MS

compared to controls is presented in Figure 3 of the manuscript.
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Supplementary Figure S12. Expression of HERVs up-regulated in MS regarding gender of the individuals. The graphs show
means+SD of 59 LCL from 32 individuals with MS analyzed by RNAseq. Multiple LCL from the same donor served as biological
replicates. The increase of these HERV loci in MS compared to controls is presented in Figure 3 of the manuscript.
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Supplementary Tables

Supplementary Table S1. Influence of environmental and clinicopathological factors on EBV and HERV expression in LCL from MS
individuals. Copies from the indicated transcripts were determined in 94 LCL from 32 individuals with MS by qRT-PCR. LCL from
the same individual served as biological replicates. Data are means+SD. The RNAseq analysis from a part of the same LCL is shown
in Table 2 of the manuscript. Statistics: Two-way ANOVA with Bonferroni’s posthoc test; p values < 0.05 were indicated.

EBNA-2 EBNA-1 HERV-K GAG HERV-W1 ENV

F promoter
GENDER
Female (n=21) 70101+£21531 13115162245 15438+7189 213.7+98.32
Male (n=11) 58031+13684 125605+101008 12142+6668 176.0£107.7
SMOKING BEHAVIOR
Smoker (n=11) 66940+12583 145965+91374 15308+6932 241.0+113.6
Non-Smoker (n=21) 6543523017 120486167660 13780+7278 179.6+90.39
VITAMIN D DEFICIENCY
Deficient (n=14) 65782+24946 125928+66590 14874+8025 187.2+83.19
Non-Deficient (n=7) 7116720332 102789+64349 154016136 244.8+81.62
Unknown (n=11) 62850+11526 150302+93442 12884+6771 190.0+131.3
AGE AT STUDY ENTRY
Age 20-30 years (n=6) 62030+12589 222036+899837 1543148463 248.2+133.6
Age 31-40 years (n=12) 69903+21808 113316+59994°> 14402+2265 207.0+101.8
Age 41-50 years (n=8) 60179+24279 115278+54312¢ 1373316161 150.4+63.96
Age 50-60 years (n=6) 69671+16828 86932+489964 13750+6978 208.0+103.2
P value ays ¢ P<0.001

ays bd: P< 0.0001
DURATION OF DISEASE
Time >10 years (n=11) 64598+21900 108458+54903 13823+5208 166.7+97.80
Time <10 years (n=21) 66661+19195 140133+84365 14558+8005 101.1+22.07
LIFETIME WITH DISEASE!
Lifetime 220 % (n=15) 68080+22778 138272+86110 150566546 186.9+99.91
Lifetime 220 % (n=15) 68080+22778 138272+86110 15056+6546 186.9+99.91
RELAPSERATE IN 2 YEARS
Relapses >2 (n=7) 6940521157 147896+41391 14587+6154 230.7+100.6
Relapses 1-2 (n=17) 57808+14217 11610367960 12020+7094 170.7+94.51
Relapse free (n=8) 80238+22142 140852+112828 18917+6152 238.5+108.9
DISEASE-MODIFYING THERAPIES (DMT)
Natalizumab (n=14) 65958+19054 135784+80586 154756442 219.9498.11
No DMT (n=10) 63708+22871 133550+87457 13736+9458 186.6+101.5
Otherst (n=8) 68748+19477 112420+57850 12971+5008 184.9+115.1
EXPANDED DISABILITY STATUS SCALE (EDSS)
EDSS 1.0-1.5 (n=6) 64092+21320 161319+104042 19190+9539 200.6+130.6
EDSS 2.0-2.5 (n=11) 7301321177 162466+76976 14518+7374 221.0+114.1
EDSS 3.0-3.5 (n=6) 64328+21781 96535+48275 12004+4131 174.1+83.88
EDSS 4.0-5.5 (n=8) 61494+16376 95184+42677 1311245570 198.6+91.19

tCalculated from duration of disease divided by age at study entry
t Interferon beta-1a, carbamazepine, alemtuzumab, glatiramer acetate, dimethyl fumarate, fingolimod (n=3)
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Supplementary Table S2. Strongest up-regulated genes in LCL. The expression in 79 LCL and 16 PBMC was compared by RNAseq

analysis. Genes were filtered for p <0.0001 from Student’s t-test, fold change > 100 and ranked from highest to lowest fold change in
LCL. Means+SD of EBI3 and CD70 in LCL and PBMC were shown in Figure 2 of the manuscript.

Name Gene ID Gene length Fold change P value
RPS18P12 ENSG00000230897 459 1845.695 3.64E-17
AL080243.2 ENSG00000237214 582 1521.000 8.27E-19
AL355032.1 ENSG00000241494 438 1325.957 4.92E-17
TUBBP2 ENSG00000214222 411 1203.464 3.28E-18
TUBBP1 ENSG00000127589 1646 963.355 2.66E-19
COX20P2 ENSG00000235013 358 735.251 6.25E-21
Céorf223 ENSG00000181577 3917 476.062 2.21E-34
RPL35P1 ENSG00000237991 370 464.138 2.42E-26
RF00154 ENSG00000222937 70 457.162 1.63E-24
AICDA ENSG00000111732 3115 419.816 4.84E-18
CCL22 ENSG00000102962 2929 409.837 3.18E-10
WDRS830S ENSG00000105583 2656 406.278 1.93E-30
UBE2V1P2 ENSG00000214192 440 397.900 1.52E-26
LINC01055 ENSG00000235366 1721 358.118 3.73E-26
AC011495.1 ENSG00000243829 584 339.879 6.41E-19
PIEZO2 ENSG00000154864 14796 317.221 8.87E-21
TSPAN12 ENSG00000106025 3368 278.091 5.92E-17
PBX2P1 ENSG00000244171 1291 266.579 4.60E-19
LIPH ENSG00000163898 4122 244.040 1.76E-34
UCHL1 ENSG00000154277 2282 233.756 3.63E-16
PRR18 ENSG00000176381 3149 217.639 5.10E-17
TBXT ENSG00000164458 2629 210.461 3.11E-08
CREB3L1 ENSG00000157613 4037 207.154 1.57E-22
KCNN3 ENSG00000143603 13598 205.670 7.51E-37
AL365434.1 ENSG00000225519 380 202.237 4.60E-20
SCD ENSG00000099194 5362 190.252 3.28E-41
EIF5AP4 ENSG00000234743 465 187.840 1.15E-28
DHFRP1 ENSG00000188985 559 184.358 2.10E-22
NAALADL2-AS2 ENSG00000226779 1038 182.651 3.98E-07
AC005674.1 ENSG00000250413 459 176.468 2.64E-18
SLC12A8 ENSG00000221955 5586 175.928 1.95E-25
PTP4A1 ENSG00000112245 5996 171.767 6.16E-24
AC010343.1 ENSG00000240376 629 169.230 3.40E-18
EBI3 ENSG00000105246 1284 166.358 4.11E-27
CMA1 ENSG00000092009 937 159.748 1.75E-16
RPL38P4 ENSG00000250562 214 159.214 2.09E-28
ASCL1 ENSG00000139352 2472 157.791 4.66E-09
CD70 ENSG00000125726 1532 153.499 6.55E-37
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DSG2
ENTPD2
RPS20P14
CLIC1P1
CLDN14
GCSHP5
AC116347.1
SUMO2P6
AL109918.1
MYL12BP2
PIR
LAMP3
SERBP1P1
MIR138-1
RHOV
STC2
NUSAP1
HNRNPKP4
AC016734.1
TMOD1
BHLHE22
LGALS14
CCL25
MAP1B

ENSG00000046604
ENSG00000054179
ENSG00000223803
ENSG00000231313
ENSG00000159261
ENSG00000224837
ENSG00000238000
ENSG00000249031
ENSG00000216775
ENSG00000227765
ENSG00000087842
ENSG00000078081
ENSG00000213740
ENSG00000207954
ENSG00000104140
ENSG00000113739
ENSG00000137804
ENSG00000243547
ENSG00000228305
ENSG00000136842
ENSG00000180828
ENSG00000006659
ENSG00000131142
ENSG00000131711

6190
2633
360
724
2853
522
720
288
3821
512
2512
3816
1160
99
1705
6128
2875
1386
654
3708
3262
1079
989
12630

151.716
149.833
149.346
148.516
140.856
138.391
135.091
134.499
134.221
134.049
133.566
131.781
130.691
128.875
128.789
121.871
119.434
118.948
116.305
114.141
109.369
107.848
102.408
101.623

1.30E-24
2.64E-12
2.31E-25
1.87E-18
3.96E-27
2.72E-23
1.33E-24
6.28E-23
1.92E-25
3.59E-19
2.92E-29
1.69E-29
4.42E-28
6.48E-19
6.35E-20
5.79E-12
3.72E-24
3.04E-28
2.41E-26
2.85E-32
4.36E-08
1.49E-15
2.31E-18
7.63E-22
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Supplementary Table S3. Strongest up-regulated genes in MSLCL. The expression in 20 coLCL and 59 MSLCL was compared by

RNAseq analysis. Genes were filtered for p < 0.05 from Student’s t-test, fold change > 1.5 and ranked from highest to lowest fold

change in MSLCL.
Name Gene ID Gene length Fold change P value
AC087385.1 ENSG00000240163 312 4.7733 0.0239
799755.1 ENSG00000238153 380 3.9157 0.0045
LINC01934 ENSG00000234663 14668 3.7429 0.0477
CLCA2 ENSG00000137975 4496 3.7421 0.0322
SEZ6L ENSG00000100095 7149 3.2999 0.0069
DLG1-AS1 ENSG00000227375 1694 3.0632 0.0002
MT-TQ ENSG00000210107 72 2.3671 0.0002
ERVMERG61-1 ENSG00000230426 10142 2.2245 0.0001
RF00012 ENSG00000221044 204 2.0735 1.81E-05
REELD1 ENSG00000250673 2260 1.9752 1.08E-06
ABHD17AP4 ENSG00000229107 909 1.9349 0.0228
PCOTH ENSG00000205861 1200 1.9214 0.0032
CCDC13-AS1 ENSG00000173811 2164 1.7574 0.0020
AL356124.1 ENSG00000226149 864 1.7018 0.0006
LTC4S ENSG00000213316 1192 1.6733 0.0010
RNU7-20P ENSG00000251712 62 1.6365 4.47E-06
MPL ENSG00000117400 2212 1.6161 0.0002
NOTCH3 ENSG00000074181 9394 1.6144 0.0020
MIR365A ENSG00000207725 110 1.5450 0.0331
LINC01118 ENSG00000222005 2267 1.5317 0.0004
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Supplementary Table S4. Strongest up-regulated genes in coLCL. The expression in 20 coLCL and 59 MSLCL was compared by

RNAseq analysis. Genes were filtered for p < 0.05 from Student’s t-test, fold change > 1.5 and ranked from highest to lowest fold

change in coLCL. The heatmap of these genes is shown in Figure 2 of the manuscript.

Name Gene ID Gene length Fold change P value
RAD51 ENSG00000051180 3046 3.2257 0.0187
AC093155.1 ENSG00000225568 826 2.5951 0.0053
ARPC3P5 ENSG00000214027 534 2.4604 0.0219
ACTC1 ENSG00000159251 4639 2.4297 0.0215
MSLN ENSG00000102854 2560 2.3196 0.0074
Cl6orf46 ENSG00000166455 2376 2.2051 0.0128
TNFSF11 ENSG00000219451 428 1.9708 0.0035
C4orf36 ENSG00000163633 2100 1.9332 0.0103
AL354702.1 ENSG00000215895 1960 1.9142 0.0098
PRSS21 ENSG00000007038 1967 1.8912 0.0280
BACE2 ENSG00000182240 9619 1.8450 0.0038
ANP32C ENSG00000248546 705 1.8374 0.0119
DHX9P1 ENSG00000228002 3076 1.8113 0.0021
AC018738.1 ENSG00000237039 210 1.7672 0.0038
DTX1 ENSG00000135144 4387 1.7585 0.0019
HEPHL1 ENSG00000181333 5345 1.7306 0.0019
STEAP1B ENSG00000105889 2316 1.6934 0.0391
INMT ENSG00000241644 3376 1.6817 0.0085
AC093616.1 ENSG00000234231 2070 1.6741 0.0266
NPC1L1 ENSG00000015520 5252 1.6429 0.0441
BX322650.1 ENSG00000183171 2143 1.6424 0.0067
RN7SKP225 ENSG00000222337 352 1.6397 0.0354
COX7CP1 ENSG00000235957 192 1.6042 0.0132
YWHAEP1 ENSG00000169418 5003 1.6004 0.0054
RPS10P3 ENSG00000217716 494 1.5987 0.0041
CHIA ENSG00000134216 4632 1.5948 0.0305
RPL3P2 ENSG00000227939 1203 1.5937 0.0089
IGHV1-69 ENSG00000211973 412 1.5787 0.0491
DEPP1 ENSG00000165507 2979 1.5715 0.0001
FAMS9A ENSG00000182118 2394 1.5678 0.0263
AC002056.1 ENSG00000213683 760 1.5673 0.0111
AL591623.1 ENSG00000225300 1960 1.5655 0.0168
LINC02381 ENSG00000250742 2310 1.5613 0.0350
ANK1 ENSG00000029534 10797 1.5341 0.0011
CXCR5 ENSG00000160683 4431 1.5297 0.0171
CTH ENSG00000213763 1123 1.5297 0.0006
SMG1P1 ENSG00000237296 7046 1.5104 0.0127
RHOV ENSG00000074416 10102 1.5033 0.0003
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IGFBP6 ENSG00000167779 1279 1.5023 0.0184
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Supplementary Table S5. Strongest up-regulated viral transcripts in LCL. The expression in 79 LCL and 16 PBMC was compared
by RNAseq analysis. Genes were filtered for p < 0.05 from Student’s t-test. Fold change > 1 and ranked from highest to lowest fold

change in LCL.
Name Exemplary accession number Gene length Fold change P value
EBNA-1 NC_007605 1926 1692.747 4.00E-44
HERV-K18 JN675013.1 9232 2.132 1.35E-20
1921.3_HERV-K JN675012.1 3091 1.849 3.98E-09
12q24.11_HERV-K JN675069.1 1485 1.564 0.0002
HERV-KC4 X80240.1 6369 1.332 0.0038
HERV-9 X57147.1 3918 1.119 0.0393
HERV-W5 AC117456.6: 51035-52536 1502 1.075 0.0008
22q11.23_HERV-K JN675088.1 8859 1.038 0.0030
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Supplementary Table S6. Strongest up-regulated viral transcripts in MS-derived LCL. The expression in 59 MSLCL and 20 coLCL
was compared by RNAseq analysis. Genes were filtered for p < 0.05 value from Student’s t-test, fold change > 1 and ranked from

highest to lowest fold change in MSLCL. The heatmap of these genes is shown in Figure 3 of the manuscript.

Name Exemplary accession number Gene length Fold change P value
19p12a_HERV-K JN675076.1 9382 1.1989 0.0008
ERV3-1 NC_000007.14:64990356-65006687 16332 1.1046 0.0008
ERVK3-1 NC_000019: 58305374-58315657 10284 1.0352 0.0015
HERV-K11 JN675025.1 9180 1.0285 0.0038
3p12.3_HERV-K JN675019.1 8686 1.0070 0.0024
1932.2_HERV-K JN675016.1 4213 1.0045 0.0054
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Supplementary Table S7. Variability of gene expression in LCL replicates from the same PBMC donor. The sum of genes above the
cut-off values listed in Table 3 of the manuscript was calculated. The sum of genes from (a) all 35 genes or (b) 15 genes proposed
from them for a biomarker panel is presented for all MS individuals. Individuals without a second LCL replicate were stated as not
available (n.a.).

Donor (a) Sum of genes above cut-off from 35 genes (b) Sum of genes above cut-off from 15 genes
LCL replicate 1 LCL replicate 2 LCL replicate 1 LCL replicate 2
MS-001 9 15 2 5
MS-002 6 3 0 2
MS-003 3 2 1 1
MS-006 8 4 2 1
MS-008 19 7 6 1
MS-009 7 n.a. 4 n.a
MS-010 4 10 1 5
MS-011 13 n.a. 6 n.a.
MS-012 16 21 8 11
MS-013 14 15 5
MS-014 9 16 4 9
MS-015 3 8 1 2
MS-016 19 18 9 10
MS-017 4 n.a. 2 n.a
MS-018 13 25 6 10
MS-019 11 16 6 6
MS-020 22 16 11 9
MS-021 11 16 5 5
MS-022 16 22 7 8
MS-023 26 17 11 8
MS-026 11 19 2 7
MS-027 5 5 4 1
MS-028 11 12 6 4
MS-029 9 n.a. 4 n.a
MS-030 3 0
MS-031 4 6 1
MS-032 13 3 8 3
MS-033 5 n.a. 2 n.a
MS-038 8 15 5
MS-039 22 15 10
MS-040 7 16 3

N
P
[}

MS-041 13 n.a.




3. Diskussion

Zu Beginn der Arbeit sollte die Proteinexpression und -reifung ausgewéhlter HERV ENV
untersucht werden. Zur starkeren Aktivierung der Proteinsynthese wurden die nativen HERV-
Sequenzen einer Kodon-Optimierung unterzogen, wobei der verwendete Algorithmus neben der
Kodon-Préferenz auch den GC-Gehalt oder das VVorhandensein RNA-destabilisierender Elemente

berlicksichtigte.

3.1. Kodon-Optimierung Uberwindet die limitierte Proteinsynthese nativer ENV in

vitro und fuhrt zur Akkumulation Uberexprimierter ENV im ER

Wie in Publikation I dargestellt wurde, war die Proteinexpression der nativen ENV von HERV -
Fcl, -K113 und -K18 in vitro stark limitiert und konnte mittels der Kodon-Optimierung um das
150-fache (HERV-K113) und das 290-fache (HERV-Fc1) gesteigert werden. Hierbei wurden mit
Ausnahme von HERV-K18 die untersuchten ENV als glykosylierte Vorlauferproteine
beobachtet. Das ENV von HERV-K18 konnte erst nach Kodon-Optimierung, sowie der
Rekonstruktion einer Signalpeptidsequenz, welche durch eine 292 bp-Deletion im POL-ENV-
Bereich bei Typ-1-Proviren der HERV (HML-2)-Familie verloren gegangen ist (18), ebenfalls

als glykosyliertes Vorlauferprotein (coK18*) im Western Blot dargestellt werden.

Mittels Immunfluoreszenzférbung konnte die Lokalisierung der ENV von HERV-K18, -Fcl und
-K113 im ER nachgewiesen werden. Fiir HERV-K113 konnte zudem eine teilweise Uberlappung
der Fluoreszenzsignale des trans-Golgi-Netzwerk-Markers und ENV beobachtet werden. Dies
erscheint aufgrund der im Western Blot nachgewiesenen TM-Untereinheit des ENV (MW: 35-40
kDa) plausibel, da die Spaltung des ENV-Vorlauferproteins in SU und TM durch Furin-Proteasen,
die im Golgi-Apparat aktiv sind, erfolgt (209, 210). Anhand vorangegangener Arbeiten war eine
schwache Expression des ENV von HERV-K113 an der Zelloberflache zu erwarten (211), jedoch
konnten wir keines der untersuchten ENV an der Zelloberfliche nachweisen. Erst nach
Permeabilisierung der transfizierten HEK293-Zellen konnte die Expression der Kodon-
optimierten ENV von HERV-K18 und HERV-K113 mittels Durchflusszytometrie detektiert
werden. Eine Unzugénglichkeit des Epitops flir den verwendeten Antikdrper kdnnen wir mit
hoher Wahrscheinlichkeit ausschlielen, da friihere Berichte fur den Nachweis von HERV-K ENV
an der Zelloberflache denselben Antikérper verwendeten (211, 212). Zusammenfassend lassen
unsere Untersuchungen den Riickschluss zu, dass die Uberexpression von ENV mittels Kodon-
Optimierung zu einer Anreicherung von ENV im ER fuhrt. In Einklang hiermit fiihrte die
Expression von coK113, sowie K18/coK18 zur Induktion von Genen (sXBP1, DDIT3), die im
Zuge der Signaltransduktion durch fehlgefaltete Proteine im ER aktiviert werden. Das Fehlen

eines effizienten intrazelluldren Transports konnte im Falle von HERV-K18 auf eine defekte
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Signalsequenz oder eine geringe Ausbeute an gespaltenem Vorlduferprotein, wie sie fir das
Kodon-optimierte ENV des HERV-K113 gezeigt wurde, zuriickzufiihren sein. Da weitestgehend
unklar ist, inwieweit die Expression ruhender proviraler Sequenzen im menschlichen Genom
reaktiviert werden kann, lassen unsere Beobachtungen von insbesondere Kodon-optimierten ENV

jedoch keine konkreten Riickschliisse auf deren physiologiosche Relevanz zu.

3.2. Seltene Nukleotidtripletts haben einen negativen Effekt auf die Expression des

ENV von HERV-K113 in Sdugerzellen und im zellfreien System

Bei Betrachtung der Nukleotidsequenz des ENV von HERV-K113 war aufféllig, dass die
Mehrzahl der durch die Kodon-Optimierung betroffenen Nukleotidtripletts fir Leucin (CUA und
UUA) oder Valin (GUA) kodieren, was auf eine begrenzte Verfligbarkeit geeigneter tRNAs fiir
die Tripletts der Wildtypsequenz hindeuten kénnte. In Publikation | konnte beobachtet werden,
dass die schrittweise Wiedereinfiihrung der seltenen Leucin-Kodone zur Verminderung der ENV-
Expression von K113 in allen getesteten Zelllinien fiihrte. Die Verwendung von seltenen Leucin-
Kodonen allein hatte keinen Einfluss auf die Expression von ENV in der untersuchten
Affenzelllinie COS-7. Hier beobachteten wir eine Abnahme des Proteingehalts nach Einfiihrung
seltener Valin-Kodone (mutcoK113*GUA: 3-fach; mutcoK113*GUA*CUA*UUA: 5,6-fach).

Die limitierte Proteinsynthese lieR sich auch in einem zellfreien Expressionssystem darstellen.
Hierbei zeigten alle ENV-Varianten mit seltenen Leucin- und Valintripletts eine vergleichbar
starke Abnahme des Expressionsniveaus. Interessanterweise konnte im zellfreien System das
nativen ENV neben dem Kodon-optimierten ENV im Western Blot nachgewiesen werden, wenn
gleiche Mengen an Proteinlysat geladen wurden. Bei der Expression in Sdugerzellen war hierzu
bislang eine Reduktion der geladenen Gesamtproteinmenge mit Kodon-optimierten ENV, z. B.
um mindestens das 100-fache fur coK113 in HEK293-Zellen, notwendig. Der verminderte
Expressionsunterschied im zellfreien System (ca. 6-fach) deutet auf eine starkere Proteinausbeute
an nativem ENV hin, welche auf die zellfreie Translation selbst bzw. eine geeignetere tRNA-
Zusammensetzung im nicht-menschlichen Retikulozyten-Lysat des verwendeten in vitro
Translationssystems zuriickzufiihren sein kénnte. Zwischen nativen und allen Kodon-optimierten
ENV-Varianten wurde eine Diskrepanz an in vitro synthetisierter mRNA (ca. 1,4-fach) trotz
gleicher Mengen an eingesetzter Vektor-DNA beobachtet, was neben dem negativen Einfluss der
zellul&ren Translationsmaschinerie, auf eine zusétzlich ineffizientere Transkription des nativen
ENV von HERV-K113 hinzuweisen scheint.
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3.3. Mdgliche Bedeutung der mRNA-Sekundéarstruktur fur die Synthese nativer
HERV-Proteine

In der Konseguenz sollte nachfolgend eine Analyse der mMRNA-Sekundarstruktur erfolgen, da die
Kodon-Zusammensetzung die mRNA-Stabilitat direkt beeinflusst (213). Die néhere Betrachtung
der mRNA-Sekundérstruktur erfolgte mittels in-silico-Vorhersagen des mfold Web-Servers

(http://www.unafold.org/mfold/applications/rna-folding-form.php), dessen Algorithmus eine

Auswahl an moglichen mRNA-Modellierungen présentiert (214). Beim Vergleich der
thermodynamisch gunstigen Modelle wiesen die untersuchten nativen ENV gegeniiber den
Kodon-optimierten Sequenzen jeweils eine hthere minimale freie Energie vor, was auf eine
hohere thermodynamische Stabilitdt der mRNA hindeutet. Hinsichtlich der Translationseffizienz
spielen jedoch vor allem die Lange und Struktur regulatorischer Stammschleifen eine bedeutsame
Rolle (215), da sie durch die reverse Transkriptase Ubersprungen werden kdnnen, was einen
frihen Abbruch der cDNA-Synthese und verkirzte Transkripte zur Folge haben kann (216, 217).
Als eine mogliche Begriindung fiir die sterisch ungtinstigeren mRNA-Sekundérstruktur-Modelle
der nativen ENV waére denkbar, dass im Laufe der Evolution durch Mutationen und
rekombinatorische Ereignisse solche Anderungen der Nukleotidabfolge akkumulierten, die eine
effizientere Regulierung und Hemmung der Translation ermdglichten. Im Gegensatz dazu kdnnen
mobile Elemente und insbesondere Viren bestimmte Bereiche mit stabilen mRNA-
Sekundarstrukturelementen, wie Stammschleifen und Pseudoknoten, zur Favorisierung einer
gewollten Verschiebung des Leserahmens (programmed ribosomal frameshifting, PRF) nutzen,
um weitere Genprodukte von derselben mRNA ablesen zu lassen (218, 219). Fir HIV-1 konnte
gezeigt werden, dass eine derartige PRF um -1 Nukleotid (-1PRF) im Bereich der GAG-POL
auftritt, um neben dem strukturellen Kapsidprotein (GAG), auch virale Enzyme (GAG-POL)
bereitstellen zu konnen. Entscheidend fiir die Leserahmenverschiebung ist ein kurzes
Sequenzmotiv (slippery site) in Kombination mit einer in Leserichtung nachfolgenden stabilen
MRNA-Sekundérstruktur (220-223). Interessanterweise kodiert die 7-Nukleotid lange slippery
site der GAG-POL mRNA, UUUUUUA, fir die Aminoséuren Phenylalanin (UUU) und Leucin
(UUA), wobei die Abundanz der fiir Leucin passenden tRNA direkt Uber die Wahl des
Leserahmens bzw. dessen Verschiebung entscheidend ist (224). Korniy et al. konnten
demonstrieren, dass mit zunehmender tRNA-Y~-Konzentration die -1PRF-Effizienz zunahm.
Physiologisch kénnte dies auch fiir eine Aktivierung nativer HERV-Sequenzen von Bedeutung
sein, wenn sich der tRNA-Pool in einem bestimmten Zelltyp (225, 226) oder durch &ulere
Faktoren, wie Zellstress (227, 228) oder eine Virusinfektion (229, 230), zu Gunsten der seltenen
Nukleotidtripletts andert. In den meisten Féllen wiirde dies zu einer effizienteren Translation der
nativen Sequenz flihren, wie wir sie im Sinne der verwendeten Kodon-Optimierung imitierten.
Ahnlich zum HIV-1, kénnten zudem PRF-Mechanismen in tiberlappenden Sequenzbereichen die

Expression von Genen begnstigen, die insbesondere im spéteren Lebenszyklus zur Reifung und
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dem Virus-Zusammenbau notwendig sind. Im Hinblick auf die Anh&ufung der seltenen
Leucintripletts fur das HERV-K113, wobei das Kodon UUA allein in der ENV-Sequenz 23-mal
auftritt, erscheint die Relevanz eines dynamischen Pools an tRNA"UYA  auf die

Translationseffizienz plausibel und sollte in weiterfihrenden Studien naher untersucht werden.

3.4. Induktion eines HERV-K/CD133-positiven Phanotyps in SiMa-Zellen und
weiterer, bekannter Malignitatsmarker in NB-Zelllinien durch Kultivierung in

Serum-depletiertem Stammzell-Medium

Nachfolgend wollten wir den potentiellen Einfluss der Mikroumgebung auf die Aktivitit von
HERV-Elementen naher untersuchen. Wie in Publikation Il beschrieben, haben wir hierzu drei
NB-Zelllinien in Standardmedium, sowie vor und nach Serumdepletion in Stammzell-Medium
kultiviert und die Genexpression mittels RNAseq und gRT-PCR untersucht. Frihere Berichte
wiesen darauf hin, dass eine starkere HERV-Expression in weniger differenzierten Zellen auftritt
(231-233), sowie Melanomzellen einen distinkten HERV-K/CD133-positiven Phanotyp unter
Stammzell-fordernden Bedingungen entwickeln (198). Dies ist von besonderem Interesse, da
Melanome Tumore sind, dessen Zellen urspriinglich aus der Neuralleiste stammen, wie es auch
fir NB zutrifft. Unsere Ergebnisse deuten auf eine starkere Aktivierung von HERV-K GAG in
Serum-depletiertem Stammzell-Medium hin, wobei die Induktion am starksten in den Zelllinien
SH-SY5Y (ca. 5-fach, p <0,0001) und IMR-32 (ca. 3-fach, p <0,01) und nur moderat in SiMa-
Zellen (ca. 2-fach, n. s.) war. Dahingegen konnten wir ausschlieBlich in SiMa-Zellen einen
CD133-positiven Phanotyp beobachten, der durch die Stammzell-Medium-Behandlung weiter
zunahm (ca. 1,6-fach, p <0,0001) und mit einer morphologischen Verdnderung von locker
anhaftenden Zellen zu schwach proliferierenden, traubenartigen Suspensionszellen einherging.
Ahnliche Anderungen in der Morphologie wurden auch von Serafino et al. im Zusammenhang
mit einer verstarkten Expression des Stammzellmarkers CD133 in Melanom-Zelllinien
beobachtet. Andere Studien schrieben diesem NB-Phanotyp, der auch I-Typ genannt wird, als
mdogliche Population von Tumorstammzellen ein héheres malignes Potential zu (234, 235).
Bemerkenswerterweise konnte kein Zusammenhang fur I-Typ-Zellen und der Amplifikation bzw.
Uberexpression des Onkogens MYCN beobachtet werden (236), welches klassischerweise als
prognostischer Marker fur maligne NB dient (237, 238). Im Einklang mit diesen Beobachtungen,
wurde MYCN in den untersuchten SiMa-Zellen zwar robust exprimiert, zeigte in Folge der
Inkubation in Stammzell-Medium jedoch keine erhéhte Aktivitat. Fir IMR-32-Zellen war ein
Anstieg in Folge der Kultivierung in Serum-freiem Stammzell-Medium erkennbar (ca. 1,6-fach,
n. s.). Die SH-SY5Y-Zellen zeichneten sich durch Expression des verwandten Proto-Onkogens
MYC aus, die sich durch Kultivierung in Serum-freiem Stammzellmedium deutlich erhohte (ca.

5-fach, p <0,0001). Diese hohe Heterogenitdt in der Morphologie und der exprimierten
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Malignitatsmarker ist fur NB charakteristisch, weshalb die Identifizierung genetischer

Schlusselmechanismen und therapeutisch relevanter Zielgene umso bedeutsamer ist (195, 239).

Mittels RNAseq-Analysen konnten wir Gene identifizieren, die in allen drei Zelllinien nach
Serumdepletion in  Stammzell-Medium einheitlich hoch- bzw. herunterreguliert (|Fold
change| >1, p <0,05) waren. Nachfolgend wurde fiir diese differenziell exprimierten Gene
(DEGs) der Korrelationskoeffizient nach Pearson (Reearson) mit den 26%“D-Werten von HERV-K
GAG berechnet, um eine ndhere Eingrenzung der fiir uns potentiell interessanten Gene zu erzielen
(|Rpearson| >0,7). Die stérkste Herabregulierung, in Folge der Serumdepletion in Stammzell-
Medium, beobachteten wir u.a. fur ID1 (Fold change: 40,625) und I1D2 (Fold change: 16,011),
die typischerweise von Zellen mit Ursprung aus der Neuralleiste exprimiert werden (240-242).
Die Familie der Inhibitor of differentiation/DNA binding (ID)-Proteine ist hdufig bei
fortgeschrittenen, malignen Erkrankungen dereguliert (243-245), da sie zu grundlegenden
Tumor-fordernden Mechanismen, wie De-Differenzierung, Verstarkung der Proliferation,
Erhéhung der Invasivitat und Angiogenese, beitragt (246-248). Im Kontext mit der Pathogenese
des NB wird angenommen, dass ID2 als direktes Target von MYCN rekrutiert wird, um die
Tumor-hemmende Funktion des Retinoblastom (Rb)-Proteins zu umgehen und die
Zellproliferation zu erhéhen (249, 250). Zudem scheint die Expression von ID2 und MYCN mit
einer ungiinstigen Prognose in NB zu korrelieren (251). Ahnlich zu 1D2, wird eine
Uberexpression von ID1 mit verschiedenen Krebsarten und Tumor-fordernden Prozessen
assoziiert, wobei u. a. eine starke Korrelation zu MY C-abhangigen Signalwegen und Faktoren
angenommen wird, die an der epithelial-mesenchymalen Transition (EMT) von Zellen beteiligt
sind (252). Interessanterweise lassen unsere Beobachtungen auf eine negative Korrelation von
MYC bzw. MYCN und ID1, sowie ID2 unter Serumdepletion schliefen. Die verringerte
Expression von 1D1 und ID2 der NB-Zellen im Serum-freien Stammzell-Medium kdnnte auf die
beeintrachtigte Proliferation zuriickzufuhren sein, wie wir sie zumindest fir SiMa-Zellen nach
Serumdepletion beobachteten. Unklar ist, inwiefern die Abnahme von ID1 und ID2 einen direkten
Einfluss auf die Zelldifferenzierung hat. Zwar gibt es Hinweise darauf, dass ein Anstieg von 1D2
in NB-Zellen starker mit Genexpressionsmustern von sympathischen Vorlduferzellen der
Neuralleiste, als neuroendokrinen Markern korreliert, wobei dieser Zusammenhang nicht
eindeutig fir SH-SY5Y-Zellen gezeigt werden konnte (253). Zudem legen zahlreiche Berichte
nahe, dass anderen Faktoren, wie z. B. SOX10, FOXD3, Mitglieder der SNAIL-Familie von
Transkriptionsfaktoren, sowie auch 1D3, eine bedeutsamere Rolle bei der Aufrechterhaltung des
Stammzell-Charakters von Zellen aus der Neuralleiste zuzuschreiben ist (254-259).
Zusammenfassend konnten wir in NB-Zellen keine Genexpressionsmuster nachweisen, die einen
undifferenzierten Zellstatus nach Kultivierung in Serum-freiem Stammzell-Medium bestétigen

oder widerlegen wiirden.
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3.5. Aktivierung des Immuncheckpunkt-Molekiils CD200 und ldentifizierung ko-
exprimierter HERV-Loci mittels Virus-Metagenomanalysen unter Stammzell-

férdernden Bedingungen

Von Interesse ist, dass eine Zunahme von CD200 in Folge der Kultivierung in Serum-freien
Stammzell-Medium (Fold change: 1,666) zu beobachten war, welche sich mittels qRT-PCR und
durchflusszytometrische Analyse in allen untersuchten Zelllinien bestétigen lieR. CD200 ist ein
immunregulatorischer Zelloberflachenligand, welcher in einer Vielzahl von Geweben und
Zelltypen, sowie auch B- und T-Lymphozyten exprimiert wird (260, 261). CD200 wird eine
Tumor-férdernde Rolle zugeschrieben, da die Bindung von CD200 an seinen Rezeptor (CD200R)
einen wichtigen Mechanismus zur Regulation der Immunantwort darstellt, wobei die Interaktion
des CD200R an Antigen-préasentierenden Zellen (APCs) mit CD200 einen immunsuppressiven
Effekt hat (262-264). Dariiber hinaus wurde eine Uberexpression von CD200 im Zusammenhang
verschiedener Krebsentititen beobachtet (265-270). Jedoch gibt es auch kontroverse Berichte
tber die Bedeutung und Rolle der CD200-Expression bei der Krebsentstehung, die auf eine
gewisse Abhangigkeit vom Tumortyp hindeuten (266, 271, 272). Im Kontext mit der CD200-
Expression im NB konnten Xin et al. zeigen, dass CD4- und CD8-T-Lymphozyten von NB mit
einer starken CD200-Expression weniger pro-inflammatorische Faktoren, wie IFNy oder TNFa,
produzierten, was die Antitumor-Immunitdt der T-Zellen hemmt (270). Interessanterweise
korrelierte die Aktivierung von CD200 mit der Transkription von HERV-K GAG (Reearson >0,92)
in den von uns untersuchten NB-Zelllinien. Vor dem Hintergrund, dass HERVs als Expressions-
verstarkende Elemente (67, 68) agieren und HERV-Insertionen im Speziellen zur Verstarkung
IFN-induzierter Gene beitragen kénnen (69), sowie HERV-Proteinen selbst immunsuppressive
Eigenschaften zugesprochen werden (73, 77-79), kénnte diese Beobachtung auf eine hoéhere

Immuntoleranz von Krebszellen unter Stammzell-férdernden Bedingungen hinweisen (199).

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die Identifizierung distinkter HERV-Loci, die potentiell als
diagnostische oder therapeutische Zielstrukturen zukiinftig relevant sein konnten. Zur
effizienteren Identifizierung aktivierter HERVs mittels RNAseq verwendeten wir ein von uns
designtes Virusgenom, welches u.a. 115 individuelle HERV mit nahezu vollstandigen GAG, POL
und ENV aus 14 HERV-Familien enthélt. Die Expressionsstarke (gemessen als Fragments Per
Kilobase per Million reads, FPKM) einer HERV-Familie wurde hierbei mittels der Anzahl aller
Fragmente und der Summe der Genldngen aller Familienmitglieder berechnet. Wir beobachteten
einen Anstieg der Expression fur rund die Hélfte der HERV-Familien in NB-Zellen unter
Kultivierung in Serum-freiem Stammzell-Medium, obwohl die Expressionsstarke insgesamt eher
gering war. Am starksten war hierbei die Expression von drei HERVs aus den Familien HERV -
R (ERV3-1), HERV-E (HERV-E1, Alias HERV-E4-1) und HERV-Fc (HERV-Fc2 ENV) fiir alle
untersuchten NB-Zelllinien in Folge der Serumdepletion. Zu ERV3-1 (7q11.21; NCBI accession
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no.: NC_000007.14:64990356-65006687) ist anzumerken, dass es die einzige Kopie von etwa 40
ERV3-dhnlichen Elementen im menschlichen Genom ist, die einen vollstandigen ORF fir ihr
ENV besitzt (273). Interessanterweise wird die Expression dieses ENV mit verschiedenen
Tumorentitaten in Verbindung gebracht, darunter Kolorektal- (274), Ovarial- (93) und
Endometriumkarzinom (275). Strissel et al. beobachteten, dass wéhrend der Progression des
Endometriumkarzinoms ERV3-1 ENV mit sechs anderen ENV (HERV-W1, HERV-T, HERV-
Fc2, HERV-H1-3, HERV-V1, HERV-E1) ko-exprimiert wird und eine signifikant erhéhte
Expression in mehr undifferenzierten Tumoren des Grades 3 im Vergleich zu differenzierten
Tumoren des Grades 1 aufweist. In Einklang damit, steht die Ko-Expression von ERV3-1 ENV,
HERV-Fc2 ENV und HERV-E1l unter Stammzell-férdernden Bedingungen in allen hier
untersuchten NB-Zellen, sowie ein Anstieg von HERV-W1 ENV in SH-SY5Y-Zellen (ca. 4-fach,
p <0,001) und ein deutlich undifferenzierter, Stammzell-dhnlicher Phénotyp in SiMa-Zellen.
Ahnlich zu den zahlreichen Kopien des ERV3-1, sind 50 Kopien des HERV-E1 an 30
Integrationsorten des menschlichen Genoms bekannt (276). Obwohl das untersuchte HERV-E1
(17911.2; NCBI accession no.: AB062274.1) nicht fur ein komplett vollstdndiges ENV kodiert
(277), konnte das ENV in diversen Tumorgeweben mittels Antikdrper nachgewiesen werden (93,
278-280). Interessanterweise legen die Untersuchungen von Wang-Johanning et al. aus 2007
ebenfalls eine Ko-Expression mehrerer HERV-Proteine, HERV-K, HERV-E und ERV3-1, im
Ovarialkarzinom nahe. Bis auf die Untersuchungen im Endometriumkarzinom, ist zur
Proteinexpression des HERV-Fc2 ENV, das auf Chromosom 7¢36 lokalisiert ist (NCBI accession
no.: AC073236.8:162447-165176), bislang nur wenig bekannt. Zur Recherche verwendeten wir
neben der bekannten Literatur-Datenbank PubMed Central (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/),
u.a. auch die kirzlich veroffentlichte Datenbank CancerHERVdDb

(https://erikstricker.shinyapps.io/cancerHERVdb/). Diese ubersichtliche, frei zugangliche

Datenbank beinhaltet eine interaktive Zusammenfassung vert6ffentlichter Publikationen im
Zusammenhang von HERVs und diversen Tumorentitéten, die vierteljéhrlich seitens der Autoren
aktualisiert wird (281). Anhand dieser Datenbank konnten zwei weitere Berichte fir die
Expression von HERV-Fc2-Transkripten in Tumorerkrankungen gefunden werden (282, 283),
wobei ausschlieflich Buslei et al. das von uns beobachtete HERV-Fc2 ENV in ihrer Studie
untersuchten. Die Autoren beobachteten die Expression diverser HERV-ENV in verschiedenen
Subtypen des Hypophysenadenoms (pituary adenoma, PA), wobei die ENV von HERV-Fc2,
ERV3-1 und HERV-T in allen 92 PA-Geweben signifikant hdher exprimiert waren als in den
nicht-tumorésen PA-Vorlauferzellen.

Im Vergleich zu unserem beobachteten Anstieg von HERV-K GAG mittels gRT-PCR war die
Expression der HERV-K-Familie in den untersuchten NB-Linien nach Serumdepletion eher
schwach. Jedoch stellt dies nicht zwingend einen Widerspruch dar, da die Diskrepanz sehr
wahrscheinlich auf die verschiedene Zusammensetzung der jeweils untersuchten HERV-Loci
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zurlickzufiihren ist. So wurde mittels qRT-PCR ausschlielich die Amplifikation von HERV-K
GAG untersucht, wohingegen die RNAseg-Analyse die Expression nahezu vollstandiger HERV-
K-Sequenzen, inklusive GAG, POL, ENV und LTR-Bereiche, beriicksichtigt. Damit einhergehend
beschréankte sich die Anzahl der in unserem Virus-Metagenom annotierten HERV-K auf
insgesamt 92 Loci mit (nahezu) vollstandigen ORF, obwohl im menschlichen Genom mehr als
100 Kopien der HERV-K (HML-2) Familie enthalten sind. Bei néherer Betrachtung einzelner
HERV-K-Familienmitglieder mittels RNAseq konnten wir zwei distinkte HERV-K Loci
beobachten, die in allen drei NB-Zelllinien in Folge der Serumdepletion stérker exprimiert waren
(JFold change|>1, p<0,05): HERV-K 14g11.2 (Alias HERV-K71; NCBI accession no.:
JN675071.1) und HERV-K 4p16.1b (Alias HERV-K50c; NCBI accession no.: JN675027.1). Eine
Studie beobachtete eine Anreicherung ungespleiRter mMRNA des HERV-K-Loci 4p16.1b im
Zytoplasma in Folge eines in vitro exprimierten HIV-1 Rev-Proteins, wobei unklar ist, inwiefern
Rev zum Export der HERV-K mRNA aus dem Zytoplasma aufgrund des trunkierten 3’LTR-
Bereichs beitragen kann (284). Unseres Wissens nach sind diese HERV-K-Kopien dartber hinaus
nicht néher im Kontext maligner Erkrankungen untersucht. Zusammenfassend deuten die
Ergebnisse unserer und zahlreicher weiterer Berichte auf eine Ko-Expression verschiedener
HERV-Loci, insbesondere HERV ENV, im Zusammenhang mit malignen Tumoren hin. Die
Unterschiede in den beobachteten HERV-Elementen kénnten méglicherweise auf eine distinkte
Signatur der jeweiligen Entitéten zurtickzufiihren sein und sollten in weiterfiihrenden Studien mit

einem grofRen Panel an Tumorproben néher untersucht werden.

3.6. Virus-Metagenomanalysen fuhren zur Identifizierung aktivierter HERV-Loci
Uber den B-Zell-Rezeptor/CD40-Signalweg in EBV-immortalisierten B-

Zelllinien

Neben der Expression in verschiedenen Tumorentitdten, wurden HERVS in den letzten
Jahrzehnten zunehmend mit inflammatorischen Erkrankungen des ZNS in Verbindung gebracht
(82, 127, 130, 131, 133-136, 138). Basierend auf der erhéhten HERV-Expression in diversen
Zelltypen, Geweben und biologischen Flissigkeiten von Patient:innen wird insbesondere eine
mdogliche Beteiligung an der Pathogenese der MS vermutet (85, 86, 89, 91, 92, 96, 123, 145). Es
hat sich gezeigt, dass HERV-Elemente durch exogene Viren, wie das EBV, transaktiviert werden
koénnen (120, 121, 126). Zudem gilt eine Infektion mit EBV als bedeutsamer Risikofaktor fir die
spatere Entwicklung von MS (161, 162, 164), weshalb re-aktivierte HERV ein potentielles
Bindeglied in diesem Zusammenhang darstellen konnten (137, 138, 141, 166, 169, 285). Im
Rahmen der dritten Veroffentlichung sollte daher der Einfluss einer EBV-gesteuerten
Proliferation auf die Genexpression in Personen mit MS und gesunden Kontrollen analysiert

werden. Wir nutzten die EBV-spezifische Eigenschaft der latenten Infektion und
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Immortalisierung von B-Zellen in vitro, um stabil wachsenden B-Zelllinien aus PBMC zu
etablieren und hinsichtlich differenzieller Genexpressionsmuster zwischen MS-assoziierten und
Kontroll-LCL untersuchen zu konnen. In Anbetracht der Tatsache, dass B-Zellen in MS-
Gehirnlésionen der friihen und progredienten Phasen der MS beobachtet wurden (286) und B-
Zell-depletierende Therapien bei Patient:innen mit RRMS und PPMS gute Resultate erzielen
(287-289), konnte unser gewdhltes B-Zell-Modell neue niitzliche Erkenntnisse liefern, da die
traditionellen Mausmodelle der MS weitestgehend auf die pathogene T-Zellantwort beschrankt
sind (290). Fur die Genexpressionsanalysen wurden alle LCLs innerhalb eines definierten
Zeitraums von 10-11 Wochen nach Immortalisierung geerntet, was in etwa 10 Passagen
entspricht, um mdgliche Verzerrungen durch ein unterschiedliches Zellalter (291, 292) zu
minimieren. Zur Identifizierung aktivierter HERV-Loci verwendeten wir wiederum unser
designtes Virus-Metagenom. Wie in Publikation 11l gezeigt, stellten wir einen Anstieg der
Expression von HERV-K18 (ca. 2,1-fach) durch die EBV-mediierte Immortalisierung in allen
LCL fest, wobei eine gleichméRige Verteilung der gelesenen Reads (iber die gesamte provirale
Sequenz stattfand. Dies lasst vermuten, dass die Aktivierung nicht allein auf die kodierende
Region des ENV beschrénkt ist, wie aus friiheren Berichten in Folge der Stimulation mit dem
gp350 Glykoprotein des EBV hervorgeht (120, 293). Neben HERV-K18 waren sechs weitere
HERV-Loci nach Immortalisierung mittels EBV héher exprimiert, wozu drei HERV-K-Kopien
auf Chromosom 1g21.3 (NCBI accession no.: JN675012.1), 12924.11 (NCBI accession no.:
JN675069.1) und 220911.23 (NCBI accession no.: JN675088.1), sowie HERV-KC4 (NCBI
accession no.: X80240.1), HERV-9 (NCBI accession no.: X57147.1), und HERV-W5 (NCBI
accession no.: AC117456.6:51035-52536) zéhlen. Erwéhnenswert ist, dass wir die Aktivierung
dieser identifizierten HERVs ebenfalls in B-Zell-Rezeptor (BCR)- und CD40-stimulierten B-
Zellen beobachten konnten. EBV nutzt genau diese Signalwege zur Stimulation der B-Zellen
(294). Hierbei tragt aktiviertes CD40 entscheidend zur Proliferation und Immunglobulin-
Sekretion von B-Zellen bei (295). Im Gegenteil dazu waren diese HERV-Loci nicht stérker in B-
Zellen exprimiert, die mittels anderer Zellwachstums-fordernden Substanzen, wie z. B.
Phorbolmyristat-Acetat (PMA), stimuliert wurden.

3.7. Immortalisierung mittels EBV fuhrt ausschliel3lich in MS-assoziierten LCL zur
Induktion distinkter HERV-Loci

Hinsichtlich differenziell exprimierter HERVS, war ein Anstieg von ERVMER61-1 (1¢g31.3;
NCBI accession no.. AL357559.16: 123186-125823), den HERV-K-Loci 19pl2a (NCBI
accession no.: JN675076.1), 3p12.3 (NCBI accession no.: JN675019.1), 1g32.2 (NCBI accession
no.: JN675016.1), sowie HERV-K11 (39g27.2, NCBI accession no.: JN675025.1), ERVK3-1

(19g13.43; NCBI accession no.: NC_000019: 58305374-58315657), und ERV3-1 ausschlieflich
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in MS-assoziierten LCL zu beobachten. Eine Abhédngigkeit vom Alter oder Geschlecht der
PBMC-Spender konnten wir ausschlielen. Interessanterweise wurde in einer anderen Studie
ebenfalls eine differenzielle Expression von ERV3-1 in PBMCs von MS-Patienten und
Kontrollpersonen festgestellt (296). Jedoch konnte in einer nachfolgenden Arbeit derselben
Gruppe keine der untersuchten ENV-Allelformen mit MS in Verbindung gebracht werden (297).
Die Expression der weiteren sechs HERV-Elemente ist bislang nicht im Kontext
neurodegenerativer Erkrankungen des ZNS diskutiert worden. Nachfolgend soll daher der
derzeitige Kenntnisstand zu den genannten Loci und der Pathogenese anderen Entitaten kurz

zusammengefasst werden.

Aus einer phylogenetischen Stammbaumanalyse von HML-6 Sequenzen geht hervor, dass
mindestens zwei provirale Loci fur intakte HERV-Proteine kodieren (298), wozu das ERVK3-1,
als auch ein ENV gehort, das verstarkt in Melanomen detektiert und deshalb HERV-K-MEL
genannt wird (299). Das ERVK3-1 weist eine ubiquitdre Expression in diversen Geweben, u. a.
auch im Gehirn, auf (300), wobei ein 2,4-facher Anstieg in Lungen-Adenokarzinomen (301) und
in einem Zellmodell unter hypoxischer und Zytokin-vermittelter Induktion von Nierenschaden
beobachtet wurde (302). Interessanterweise wurde eine Uberexpression des ENV von ERVK3-1
in Gliomblastom (GBM)-Zelllinien mittels qPCR und in-situ-Hybridisierung von RNA
beobachtet, welche zudem mit einer schlechteren Uberlebensrate in GBM-Patient:innen
korrelierte (303). Des Weiteren ist ein Fall einer myeloproliferativen Stammzellerkrankung
beschrieben, bei der eine Translokation der Chromosomen 19913.3 und 8ql12 zur Fusion des
ERVK3-1 und des Fibroblasten-Wachstumsfaktor-Rezeptor 1 (FGFR1)-Gens fihrte, welche die
konstitutive Aktivierung des Zellwachstums férderte (304, 305). Das ERVMERG61-1 wurde als
mutmallicher IncRNA-Kandidat in Subtypen von Brustkrebs (306) und hepatozelluldrem
Karzinom (HCC) identifiziert, wobei es flir eine prognostischen Signatur dysregulierter RNAs in
HCC vorgeschlagen wurde (307). Die vier weiteren Loci gehdren zu vollstdndigen bzw. nahezu
vollstdndigen Provirussequenzen der HERV-K (HML-2)-Familie (308), welche die jungste und
biologisch aktivste HERV-Familie darstellt (197). Das HERV-K11 (Alias: HERV-K50b) zahlt zu
den in jungerer Zeit integrierten Proviren, deren Expression auf den Menschen beschrankt ist,
wobei die Integrationszeit auf in etwa zwei Millionen Jahre geschétzt wird (309). Aus einer Studie
zur Charakterisierung von Polymorphismen ging hervor, dass in allen 18 getesteten Personen
Polymorphismen fur HERV-K11 vorlagen, diese jedoch weder alters- noch geschlechtsspezifisch
waren (310). Eine familienspezifische Signatur kann aufgrund fehlender Informationen tber
Verwandtschaftsverhéltnisse der Proband:innen nicht ausgeschlossen werden. In RNAseq-
Analysen mit annotierten Provirussequenzen von ca. 90 HERV-K-Familienmitgliedern wurde
eine gesteigerte Expression von fiinf HERV-K-Loci, u. a. auch HERV-K11, in Leberkarzinomen
beobachtet (311). Die fir die differenzielle Expression verantwortlichen, abgelesenen Regionen
waren nicht auf die ORFs von GAG oder POL zurtickzuftihren, sondern beschrénkte sich fast
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ausschlieBlich auf den 3’LTR-Bereich (312). Das HERV-K auf Chromosom 3p12.3 wurde als
eine von finf HERV-K (HML-2)-Provirussequenzen mittels RNAseq und gRT-PCR in
Lymphozyten des peripheren Blutes (PBLS) nachgewiesen, die in Anwesenheit des HIV-1 Tat-
Proteins verstarkt (ca. 78-fach gegenuber der Vergleichskontrolle) exprimiert wurden (313). HIV-
1 und HERVs kodieren als Retroviren ahnliche Proteine, so dass Tat, als effektiver Transaktivator
des HIV-1 Promotors, mdglichweise auch an LTR-Bereiche von HERVSs binden und in der
Konsequenz zur Aktivierung von HERVs und nachgeschalteten Genen fiihren konnte (314). Die
HERV-K Loci auf Chromosom 19p12a und Chromosom 1g32.2 sind bislang nicht néher
untersucht und es sind keine Berichte hinsichtlich einer differenziellen Expression verdffentlicht
worden. Die Integrationszeit auf 19p12a wird auf 29,71 bis 54,79 Millionen Jahre geschatzt (315).

Obwohl lediglich in MS-assoziierten B-Zelllinien eine starkere Expression von HERVs
beobachtet wurde, waren die Unterschiede in der Expressionsstarke zwischen LCL von Personen
mit MS und gesunden Kontrollen gering. Jedoch ist unklar, inwieweit die Hohe des
Expressionsniveaus von HERVs entscheidend fir die Aktivierung potentiell nachgeschalteter
Signalwege ist. Mdglicherweise ist das Gleichgewicht zwischen der persistierenden HERV-
Expression und einer Aktivierung, die z. B. als antiviraler Abwehrmechanismus dient (316), sehr
subtil. In diesem Zusammenhang ist es von besonderem Interesse, dass keine unserer untersuchten
HERV-Kopien in den Kontrollen starker, als in MS-assoziierten LCL, exprimiert war. Im Falle
der Expression von HERV-Proteinen kdnnten insbesondere ENV unbeabsichtigt zur Aktivierung
einer Immunantwort gegen Proteine mit dhnlicher Sequenz beitragen, welche Hauptziele einer
Autoimmunreaktion darstellen. In-silico Analysen von Myelinproteinen und den drei ENV von
HERV-W1, HERV-FRD und MSRV lassen einen moglichen Rickschluss auf diesen
Mechanismus der molekularen Mimikry zu, wobei die stirkste Homologie fiir einen 13
Aminoséure-langen Abschnitt des Myelin-Oligodendrozytenproteins (MOG) und HERV-W1
ENV (Alias: Syncytin-1) beobachtet wurde (143). In einer spéteren Arbeit derselben Gruppe
konnte neben der Sequenz-Verwandtschaft der HERV ENV und MOG die Bindung an Molekiile
des HLA-DR2b gezeigt werden (317), dessen HLA-DRB1-Allele als genetische Hochrisikofaktor
fir MS gelten (318, 319).

Interessanterweise legt eine von Morandi et al. durchgefiihrte Meta-Analyse von 12 Studien
ebenfalls einen starken Zusammenhang zwischen MSRV/HERV-W POL und ENV und MS nahe
(96). Im Rahmen unserer Analysen stellten wir keine signifikanten Unterschiede fur die
Expression der ENV von HERV-W1 oder MSRV (NCBI-Genbank-Nr.: AF331500) in Zellen von
MS-Patient:innen und Kontrollen fest. Interessanterweise gehorte eine andere HERV-W-Kopie,
das HERV-WS5, in Folge der Immortalisierung mittels EBV zu den am starksten aktivierten
Transkripten. Ein Anstieg des HERV-W1 ENV war nach EBV-vermittelter Immortalisierung der

B-Zellen mittels qRT-PCR zu beobachten, jedoch war dieser nur in den LCL von Kontrollen

143



signifikant. Dies ist sehr wahrscheinlich auf die hohe Expression von HERV-W1 ENV in PBMCs
mehrerer MS-Patienten zuriickzufuhren, was durch ahnliche Ergebnisse aus anderen Studien
unterstltzt wird, die auf eine insgesamt hohere Haufigkeit von zirkulierendem HERV-W bei MS-
Patienten hindeuten (92, 320). In der Vergangenheit wurde auch in anderen Berichten keine
Assoziation zwischen MS und einer verstérkten Expression von HERV-W (95, 321) bzw. keine
erhdhte Immunantwort gegen HERV-W/MSRV-Antikdrper in MS-Patient:innen beobachtet (94).
Eine moégliche Ursache dieser abweichenden Beobachtungen zum Auftreten von HERV-W bzw.
MSRYV in MS, liegt in der komplexen genomischen Verteilung von HERV-W-Elementen im
menschlichen Genom (95, 322), welche oftmals die Vergleichbarkeit von Studien erschwert,
wenn unzureichend Angaben zum untersuchten HERV-Loci gemacht werden. Hierbei ist auch
anzumerken, dass der genomische Integrationsort des beschriebenen MSRV ENV bislang
unbekannt ist (323-325). Fur die Expression des MSRV ENV wird eine Rekombination
verschiedener HERV-W ENV-Transkripte vermutet (322), wobei eine Anzahl von mindestens
sechs Loci angenommen wird (17). Zusétzlich kénnten HERV-W-Kopien, die sich noch nicht in
der breiten Population fest im Genom fixiert haben und bisher nur in bestimmten geografischen
Regionen etabliert sind (326-328), zu abweichenden Beobachtungen beitragen. Fir zukinftige
Studien ist daher die Entwicklung von Strategien notwendig, die zur Identifizierung unfixierter
HERV-Kopien beitragen, um u. a auch somatische Gen-Umlagerungen und
krankheitsspezifische Integrationsorte aufsptiren zu kdnnen. Als Limitation unserer Studie ist die
Isolation der PBMC zu nennen, die auf einen Zeitpunkt nach Diagnosestellung begrenzt war,
sodass wir hinsichtlich einer mdglichen Relevanz, von insbesondere HERV-W1- und MSRV-
Transkripten als diagnostischer Frihmarker, keine Aussage treffen kdnnen. Zusammenfassend
lassen unsere Beobachtungen eher darauf schlieRen, dass HERV-WS5, aber nicht HERV-W1 und
MSRYV zu den Loci gehdren, die préaferiert durch EBV transaktiviert werden. Alternativ zum EBV
wird das humane Herpesvirus 6 (HHV-6) als potentieller Transaktivator von HERV-W-Loci
diskutiert (329, 330). Aufgrund des begrenzten Umfangs dieser Arbeit konnte auf eine potentielle
Aktivierung von HERVs durch weitere exogene Viren, wie z. B. das HHV-6 oder das HIV-1,

nicht naher eingegangen werden.

3.8. Darstellung potentiell pradiktiver Gen-Panel fir die MS und deren
krankheitsrelevante Faktoren mittels differenzieller Genexpressionsmuster in

EBV-immortalisierten B-Zelllinien

Eine weitere Fragestellung der vorliegenden Arbeit war, inwiefern ein differenzielles
Genexpressionsmuster in EBV-infizierten B-Zellen von MS-Patient:innen und Kontrollen
beobachtet werden kann oder bestimmte Zielgene zur Identifizierung der MS-assoziierten LCL

genutzt werden konnen. Ubereinstimmend mit unseren Beobachtungen zur HERV-Expression,
144



war nur eine limitierte Anzahl von 59 Genen differenziell zwischen LCL von MS-Patient:innen
und Kontrollen exprimiert (|[Fold change|>1,5; p<0,05), was auf ein eher homogenes
Genexpressionsmuster in den analysierten EBV-infizierten Zellen hinweist. Interessanterweise
beobachteten wir darunter differenziell regulierte Gene, die eine starke Uberexpression in einem
Teil der MSLCL zeigten. Wie in Publikation 11l dargestellt, konnten 35 Gene und HERVS
identifiziert werden, die in mindestens 25 % (15 von 59) der MSLCL eine hohe Expression
vorwiesen, welche von keiner coLCL (Ubertroffen wurde. Hierbei gehorte eine MSLCL bei
keinem der 35 identifizierten Gene zu den oberen 25 %, wohingegen dies fiir acht Gene bei einer
zweiten Linie desselben Spenders zutraf. Dies weist auf eine gewisse Heterogenitét innerhalb der
LCL eines Spenders hin, weshalb bei der Verwendung mehrerer LCL pro Spender eine hohere
Aussagekraft flr die Identifizierung differenzieller Expressionsmuster anzunehmen ist. Mit Hilfe
von LCL-Duplikaten je Spender konnte so eine kleine Gruppe von 15 Genen identifiziert werden,
welche in mindestens einem Viertel aller MSLCL Uberexprimiert war und eine perfekte
Diskriminierung zwischen MS-Patient:innen und Kontrollen zulieR. Die Betrachtung aller Linien
ergab eine korrekte Zuordnung von 88 % der MSLCL (52 von 59), ohne dass eine falsch positive
Vorhersage fur die Kontrollen getroffen wurde. Anhand dieser Beobachtung stellte sich
nachfolgend die Frage, inwieweit eine dhnliche Auswahl an Genen fur die Vorhersage eines
krankheitsrelevanten Risikofaktors, wie beispielsweise der Schubrate, identifiziert werden kann.
Hierzu nutzten wir die Genexpressionsanalysen der LCLs von je sieben MS-Patient:innen mit
bzw. ohne Schube in den letzten zwei Jahren. Die MS-Patient:innen wurden basierend auf ihrem
Geschlecht, sowie der Krankheitsdauer + 1 Jahr gepaart, um eine Verzerrungen aufgrund der
limitierten  Stichprobenanzahl bestmoglich zu minimieren. Innerhalb der differenziell
exprimierten Gene, konnten acht Gene mit einer exklusiv hohen oder niedrigen Expression in
mehr als 75 % der Schub-assoziierten MSLCL (11 von 14) identifiziert werden. Mittels der
Verwendung von LCL-Duplikaten je Spender, konnte fur das Panel aus zwei hoch- und sechs
herunter-regulierten Genen eine ideale Unterscheidung der MS-Patient:innen mit und ohne

Schibe gezeigt werden.

3.9. Mdogliche Bedeutung in vitro exprimierter EBV-Genprodukte im

Zusammenhang mit Umwelt-bedingten und klinischen Parametern in der MS

Der Fokus auf das EBV als exogenen Treiber einer spateren Entwicklung von MS ist, neben der
Transaktivierung intrinsischer Gene viralen Ursprungs, auf seine eigene Virusreplikation und die
durch EBV-Antigene ausgeldste Immunreaktion zuriickzufiihren. So weisen zahlreiche Berichte
auf die Prasenz EBV-infizierter B-Zellen in aktiven Hirnlasionen in der MS hin (331-334). Mit
Hinblick auf eine EBV-Serokonversion von tiber 90 % aller Menschen vor inrem 30. Lebensjahr

(335-337), ist jedoch fraglich, was ausschlaggebende Faktoren fiir die Entwicklung der MS sind,
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woran aktuell 2,8 Millionen Menschen weltweit erkrankt sind (171). Zur Untersuchung dieser
Frage, haben wir die Expression von EBNA-1 und EBNA-2, die wahrend der lytischen bzw.
latenten Phase des EBV transkribiert werden, im Zusammenhang verschiedener klinischer
Parameter, sowie den am stérksten diskutierten Risikofaktoren in den aus PBMCs etablierten LCL
unserer MS-Patient:innen analysiert. Nachfolgend sollen die in Publikation 11l dargelegten
Beobachtungen im Kontext der aktuellen Literatur ndher eingeordnet und diskutiert werden. Fr
unsere EBV-immortalisierten LCL war eine hohere Expression von lytischem EBNA-1, sowie
EBNA-2 in MS-assoziierten Linien mittels gRT-PCR zu beobachten (p <0,05). Auch friihere
Berichte weisen auf eine starker ausgeléste Immunantwort durch zirkulierendes EBV (338-340)
oder in Folge einer Infektion mit EBV hin, wobei z. B. héhere Antikdrpertiter gegen Epitope des
EBV bereits Jahre vor einem Ausbruch der MS im Serum der Patient:innen detektiert werden
konnen (164, 341-343). Zudem wurde in einer anderen Arbeit mit etablierten LCL von
Patient:innen mit dem Louis-Bar-Syndrom, einer seltenen erblichen neurodegenerativen
Erkrankung, keine differenzielle Expression der EBV-Latenzgene nachgewiesen (344), was auch
fir eine spezifische Beteiligung in der Pathogenese der MS spricht. Fiir die Uberexpression der
EBV-Gene stellten wir geschlechtsspezifische Unterschiede fest. Innerhalb der mdnnlichen
Kohorte waren keine Unterschiede in der Expression beider EBV-Transkripte zwischen MS- und
Kontrollgruppe zu sehen, wohingegen die Diskrepanz zur Kontrollgruppe in weiblichen
Probandinnen deutlich ausgepragt war (EBNA-1: 1,8-fach; EBNA-2: 1,6-fach; je p <0,05).
Interessanterweise deutet eine Studie aus Grol3britannien von (iber 9000 Proband:innen auf eine
generell hdhere EBV-Seropravalenz bei Frauen hin (345), was hinsichtlich der hoheren Frequenz
weiblicher MS-Patientinnen von Bedeutung sein kénnte (171). In der Vergangenheit wurden auch
Rauchen (346), sowie ein niedriger Vitamin-D-Spiegel (347-349), als mdgliche Risikofaktoren
in der MS diskutiert. Unsere Beobachtungen liefern keine Indizien flr den Einfluss dieser
Faktoren auf die Expression von EBV- und HERV-Transkripten zum Zeitpunkt der Analyse in
LCL. Um eine Aussage hinsichtlich der potentiellen Auswirkung auf die Krankheitsprogression
treffen zu konnen, ware wiederrum eine langerfristige Begleitung der Patient:innen notwendig.
Hierbei wére die Untersuchung der EBV- und HERV-Expression durch eine Blutabnahme
innerhalb routinemaRiger Kontrolltermine denkbar. Zudem wére die Erfassung des Vitamin-D-
Titers zu diesen Zeitpunkten ndétig, um insbesondere Aufschluss Uber die EBV-Aktivitéat in
Phasen des Vitamin-D-Mangels und der Substituierung zu erhalten, da ein mdglicher
Zusammenhang weiterhin als plausibel erscheint (350, 351). Des Weiteren wird in der MS eine
ineffizientere oder dysfunktionale Immunantwort auf zirkulierendes EBV angenommen (352,
353). Diese Auffassung wird gestiitzt durch die Beobachtung, dass in MS die Hohe des Anti-
EBNAL IgG-Titer invers mit der Frequenz EBV-spezifischer CD8*-T-Zellen korreliert (354),
wohingegen bei gesunden Personen eine positive Korrelation festgestellt wurde (355). In diesem

Kontext ist bemerkenswert, dass wir eine negative Korrelation der EBNA-1 Expression in LCL
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mit zunehmendem Alter der PBMC-Spender:innen mittels RNAseq und gRT-PCR beobachteten,
so dass die Expression in der altesten Patientengruppe (50-60 Jahre) in etwa halb so hoch, als in
der jlngsten Gruppe (20-30 Jahre) war. Obgleich dieser Unterschied nicht signifikant war, konnte
dies auf eine abnehmende Kontrolle der Virusaktivitdit mit zunehmendem Alter hinweisen.
Klassischerweise wird die gegen EBV-gerichtete Immunantwort durch CD8+-T-Zellen getrieben,
welche auch in vitro durch die Anwesenheit von LCLs in PBMC beobachtet werden kann (352).
Cencioni et al. beobachteten eine Verminderung der zytotoxischen Aktivitat dieser EBV-
spezifischen CD8"-CD577-T-Zellpopulation ausschlieBlich bei MS-Patient:innen mit stabilen,
schubfreien Krankheitsverlaufen. In diesem Zusammenhang kdnnte der von uns beobachtete
Anstieg von EBNA-1 in LCL von Personen, die die letzten zwei Jahre keine Schibe hatten (vgl.
zu 1-2 Schibe: 2-fach, p <0,01), auf eine zunehmende lytische Virusaktivitat des EBV, als auch
auf eine moglicherweise verminderte Immunabwehr durch einen erschépften T-Zell-Phanotyp in
der stabilen Krankheitsphase der MS zurtickzufuhren sein. Es ist denkbar, dass ein
vorangegangenes Schubereignis moglicherweise zur Erschopfung der EBV-spezifischen T-
Zellen beitragt, wobei eine Erholung dieser Zellen nicht oder nur sehr langsam stattfindet,
wodurch das EBV in der Zwischenzeit uneingeschrankt zirkulieren kann. Es wurde gezeigt, dass
die Expansion EBV-infizierter Zellen in vitro durch IFNy-produzierende CD8+-CD57+-T-Zellen
gehemmt werden kann (356), was die Wiederherstellung der zytotoxischen Immunabwehr als
therapeutisch wiinschenswert erscheinen lasst. In Bezug darauf wurde beobachtet, dass die
Erschopfung EBV-spezifischer T-Zellen in Phasen ohne Krankheitsaktivitdt durch die
Behandlung mit Glatirameracetat bei RRMS-Patient:tinnen z. T. reversibel war (357). Fraglich
ist, inwiefern sich die Aktivierung EBV-spezifischer T-Zellen auf das generelle
Entziindungsgeschehen in Patient:innen auswirken und ggf. die Schubrate beeinflussen wiirde.
Diesbezuglich wurden in der genannten Arbeit von Guerrara et al. keine Anzeichen einer
voranschreitenden Krankheitsaktivitat in der Glatirameracetat-behandelten Patientengruppe (n
=35) festgestellt, wohingegen es bei ca. 20 % der unbehandelten RRMS-Patient:innen (8 von 39)
zu Auffalligkeiten im MRT oder in der klinischen Darstellung im Beobachtungszeitraum von
einem Jahr kam. Zudem deuten Phase-ll1-Studien darauf hin, dass sich die Behandlung mit
Glatirameracetat (Handelsname: Copaxone®, Clift®) generell positiv auf die Schubrate auswirkt.
So wurde Uber einen Zeitraum von zwei Jahren eine Schubraten-Reduktion in RRMS-
Patient:innen gegentber der Placebo-Gruppe (358), sowie eine Verlangerung des Zeitfensters vor
einem erneuten Schubereignis beim Kklinisch isolierten Syndrom (engl.: clinically isolated
syndrome, CIS) (359), welches sich haufig als erste schubartige Episode vor dem Ubergang zu
einer diagnostizierten MS manifestiert (360), beobachtet. Fiir die PPMS oder SPMS st der
Einsatz von Glatirmeracetat nicht zugelassen, was ebenfalls auf seine spezifische Wirksamkeit in
stabilen Krankheitsphasen und bei Patient:innen mit geringen neurologischen Einschrénkungen
hinweist.
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Neben der Wiederherstellung der zytotoxischen Aktivitat gegenuber EBV, ist die Einddmmung
der EBV-Replikation als therapeutische Zielstellung potentiell relevant. In diesem Kontext ist das
Immunsuppressivum Teriflunomid zu nennen, das in der Behandlung von RRMS (361, 362) und
dem CIS (363) eingesetzt wird. Abseits der Hemmung der Zellproliferation mittels Blockierung
der de novo-Synthese von Pyrimidinen, zeigte Teriflunomid eine antivirale ,,0ff-target“-Wirkung
auf die Replikation diverser Viren (364-367). Fir das EBV wurde eine Reduktion der
detektierbaren DNA-Menge im Speichel von Patient:innen (368) nachgewiesen, als auch eine
anti-proliferative Wirkung durch Uberexpression des latenten Membranprotein 1 (LMP1), sowie
die Aktivierung apoptotischer Signalwege durch den Tumorsupressor p53 in EBV-
immortalisierten B-Zellen in vitro beobachtet (367). Zudem wurde in einer spanischen Studie eine
Abnahme der viralen Antikorpertiter nach 6-monatiger Behandlung mit Teriflunomid beobachtet,
wobei insbesondere die Patient:innen mit den initial hochsten Anti-EBNA-1-Titern nach zwei
Jahren gute klinische Verlaufe ohne eine nachweisliche Krankheitsprogression, in Form von
Schuben, Gadolinium-positiven- oder T2-L&sionen oder im Grad der korperlichen
Einschrankungen, zeigten (369, 370). Hinsichtlich dieser Studienkohorte von ca. 100 RRMS-
Patient:innen ist anzumerken, dass u.a. der durchschnittliche Grad an korperlichen
Einschréankungen nach EDSS gering (& <2) war, sowie kaum Schibe (& =1) in den letzten zwei
Jahren vor Studienbeginn verzeichnet wurden. Interessanterweise detektierten wir in unseren
RRMS-Patient:innen mit den niedrigsten EDSS (n =6) die héchste Expression an lytischem
EBNA-1, wobei die Unterschiede um das 1,5 bis 2-Fache zu den Gruppen mit héheren EDSS (>
2) nicht signifikant waren. Aufgrund unser vergleichbar kleinen Anzahl an Studienteilnehmenden
von 32 RRMS-Patient:innen und den aktuell in Deutschland verfiighbaren 18 Medikamenten zur
Erkrankungs-modifizierenden Therapie (engl. disease modifying therapy, DMT) fiir die RRMS
(371) konnte lediglich fir die DMT mit Natalizumab (n =14) eine statistisch sinnvolle

StichprobengroRe erzielt werden.

Natalizumab, ein Integrin-Rezeptor-Antagonist, zéhlt zu den Préparaten, die gemessen an der
Schubratenreduktion, zur hochsten Wirksamkeitskategorie gehéren und wird im Normalfall bei
Patient:innen mit ungunstigen Prognosefaktoren, wie einem hohen EDSS, neuen Hirnlasionen
oder einer hohen Schubrate eingesetzt (371-373). Im Allgemeinen wird der Einsatz von DMTs
fiir Personen mit einer neu-diagnostizierten RRMS stark diskutiert (374-376), auch weil Praparate
der hoéchsten Wirksamkeitsstufe in der Vergangenheit vielversprechende Ergebnisse erzielten
(377-380). Im Hinblick auf einen mdéglichen Einfluss auf die Aktivitat des EBV konnte keine
(381, 382) oder nur eine moderate Abnahme (383) der Antikorpertiter gegen EBV-Antigene
beobachtet werden. Nichts desto trotz kann ein potentieller Zusammenhang nicht géanzlich
ausgeschlossen werden, da ein Fall einer massiven letalen Krankheitsprogression nach Absetzen
der Natalizumab-Behandlung bekannt ist, wobei eine hohe Frequenz an EBV-infizierten B-Zellen
und EBV-assoziierten CD8+-T-Zellinfiltraten in intrazerebralen Hirnregionen und auch aktiven
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Lasionsherden festgestellt wurde (384). Unsere Beobachtungen weisen nicht auf einen Riickgang
der EBV-Aktivitat in Natalizumab-behandelten Personen hin, da fiir die Expression von EBNA-
2 keine Unterschiede und flir das lytische Transkript des EBNA-1 sogar eine héhere Expression
(2,35-fach, p <0,01) verglichen zu unseren Patient:innen auf3erhalb einer DMT detektiert wurde.
Hierbei ist unklar, ob die Expression von EBNA-1 in Folge der Natalizumab-Behandlung zunahm
oder eine unvermindert hohe Aktivitét der lytischen Phase des EBV seit Therapiebeginn bestand.
AbschlieRend lassen unsere beobachteten Unterschiede der lytischen EBNA-1-Expression keinen
konkreten Riickschluss auf eine prognostische Relevanz der untersuchten klinischen Parameter,
wie Schubrate oder EDSS, zu. Hierzu wére eine langerfristige Begleitung der Patient:innen vor,
wéhrend und nach Abschluss der DMT notwendig. In Summe deuten die Beobachtungen jedoch
stark auf eine mogliche Relevanz klinischer Parameter auf die Chancen eines Therapieerfolgs
bzw. der Gefahr eines Therapieversagens bestimmter DMTs hin. Wie flr Teriflunomid bereits
dargelegt, korrelieren ein hoher anti-EBNA-1-1gG-Titer, sowie ein geringer Behinderungsgrad
und ein nahezu schubfreier Krankheitsverlauf vor Therapiebeginn mit Kklinisch besseren
Endresultaten. Eine &hnliche Schlussfolgerung beziiglich eines schubfreien Krankheitsverlaufs
konnte fur die erfolgreiche Wiederherstellung einer zytotoxischen EBV-spezifischen T-
Zellpopulation mit Glatirameracetat bei RRMS getroffen werden. Zur Abwagung des Einsatzes
von Natalizumab weist eine Studie darauf hin, dass (I) eine héhere Chance auf einen positiven
Krankheitsverlauf fiir Personen besteht, die einen niedrigen EBNA-1-1gG-Titer und eine maximal
maRiggradige Einschrankung ohne Gehbehinderung (EDSS <3) bei Behandlungsstart vorwiesen,
sowie (1) ein prozentual hoheres Therapieversagen bei initial hohen EBV-Antikorpertitern und
einem EDSS liber 3 (31,8 %) bzw. tiber 4 (60 %) zu befurchten sei (385).
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4. Zusammenfassung und Ausblick

In den letzten 30 Jahren wurden die Expression von HERV-Transkripten und -Proteinen

zunehmend im Zusammenhang der Pathogenese von Tumor- oder Autoimmunerkrankungen

diskutiert. Jedoch ist die Identifizierung distinkter HERV-Loci mit diagnostischer oder

therapeutischer Relevanz durch die genomische Verbreitung zahlreicher HERV-Kopien

derselben Familie und groRtenteils fehlender Annotationen in verfiigbaren Versionen des

menschlichen Genoms erschwert. Dariiber hinaus ist weitestgehend unklar, inwieweit potentielle

Transaktivatoren zur Uberwindung der limitierten Proteinexpression nativer HERVs beitragen

und welche intrazellularen Konsequenzen mit einer effizienten Translation einhergehen kénnen.

Nachfolgend sind die wichtigsten Ergebnisse der fiir die Dissertation relevanten Publikationen

zusammengefasst.

1)

1)

In Publikation 1 wurde eine limitierte Expression drei nativer HERV ENV in vitro
gezeigt, welche mittels einer Kodon-Optimierung der Sequenz deutlich gesteigert
und alle ENV als glykosylierte VVorlauferproteine im Western Blot dargestellt werden
konnten. Anzumerken ist, dass fur die vollstandige Glykosylierung des ENVs von
HERV-K18 zudem die Rekonstruktion einer Signalpeptidsequenz notwendig war.
Dariiber hinaus war die Darstellung der Kodon-optimierten ENV ebenfalls mittels
Immunfluoreszenz- und durchflusszytometrischer Analyse mdglich, wobei wir eine
Lokalisation im ER, sowie teilweise im Golgi-Apparat fir das ENV von HERV-
K113, beobachteten. Jedoch konnten wir keines der untersuchten ENV an der
Zelloberflache nachweisen. In Einklang mit der Akkumulation der tiberexprimierten
ENV im ER, wurde die Induktion von Genen mittels gRT-PCR beobachtet, die im
Zuge der Signaltransduktion durch fehlgefaltete Proteine im ER aktiviert werden.
Unsere Ergebnisse deuten auf das Fehlen eines effizienten intrazelluldren Transports
hin, welche fur HERV-K18 auf eine defekte Signalsequenz, sowie eine geringe
Ausbeute an gespaltenem Vorlauferprotein, wie sie fiir das Kodon-optimierte ENV
des HERV-K113 gezeigt wurde, zurickzufiihren sein kdénnte. Neben der
ineffizienten,  zelluldren  Proteinsynthese  beobachteten  wir  geringere
Transkriptmengen fur das native ENV von HERV-K113 im zellfreien
Expressionssystem. Als mdgliche Ursachen wurde auf eine hohere Stabilitat der in-
silico RNA-Sekundarstrukturmodelle aller nativen ENV-Sequenzen, sowie den
Einfluss seltener Leucin-Tripletts und die Relevanz eines dynamischen Pools an
tRNA-UYY auf die Translationseffizienz des ENVs von HERV-K113 hingewiesen.
In Publikation II konnte der Nutzen des von uns etablierten ,,Virus-Metagenoms™
demonstriert werden. Auf Basis dieser Sammlung bekannter viraler Sequenzen,

konnen zukiinftig auch bereits bestehende RNA-Sequenzierungsdatensatze
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1)

vielfaltiger Entitaten auf die Expression von insbesondere HERV-Sequenzen mit
nahezu vollstandigen Leserahmen untersucht werden. Dies tragt zur effizienteren
Identifizierung potentiell diagnostisch oder therapeutisch relevanter HERV-
Elemente bei, was bislang durch fehlende Annotationen in den herkdmmlichen
Genom-Versionen nicht gewdhrleistet werden konnte. Anhand von drei NB-
Zelllinien konnte die Induktion der ENVs von ERV3-1 und HERV-Fc2, sowie
HERV-E1- und HERV-K (HML-2)-Transkripten nach Kultivierung in Serum-
depletiertem Stammzell-Medium nachgewiesen werden. Die Ko-Expression dieser
distinkten HERVs korrelierte mit der Aktivierung bekannter NB-Malignitatsmarker,
wie MYC oder MYCN und CD133, obwohl diese sehr heterogen in den untersuchten
NB-Linien exprimiert waren. In Ubereinstimmung dazu, konnte ausschlieBlich in
SiMa-Zellen ein HERV-K/CD133-positiver Phanotyp beobachtet werden, der von
einer morphologischen Veranderung der Zellen von locker anhaftenden Zellen zu
schwach proliferierenden, traubenartigen Suspensionszellen, begleitet wurde. Zudem
konnte eine Induktion des Immuncheckpunkt-Molekils CD200 in Folge der
Medium-induzierten Veradnderung auf RNA- und auch Proteinebene mittels
durchflusszytometrischer Analysen in allen NB-Zelllinien nachgewiesen werden.
Unsere Beobachtungen konnten auf einen Mechanismus zur Steigerung der
Immuntoleranz in der Tumorperipherie von NB hinweisen, wobei unklar ist,
inwiefern CD200 die Expression der nachgewiesenen HERVS in einer Stammzell-
fordernden Mikroumgebung beglnstigen kann oder umgekehrt.

Der Einfluss einer EBV-gesteuerten Proliferation auf die Genexpression in Personen
mit MS und gesunden Kontrollen wurde in der dritten Publikation behandelt.
Grundlegend wurden differenzielle Genexpressionsmuster in EBV-immortalisierten
B-Zelllinien, sowie die Expression ausgewahlter EBV-Transkripte und HERVs
analysiert, da eine Re-Aktivierung von HERVs durch EBV als mdogliches Bindeglied
fur die Pathogenese der MS diskutiert wird. Die EBV-vermittelte Immortalisierung
der B-Zellen filhrte zu einer starkeren Expression von lytischem EBNA-1, sowie
EBNA-2 in MS-assoziierten LCL, wobei der Unterschied zu den Kontrollen
innerhalb der weiblichen Studien-Kohorte deutlich ausgepragter war und bezlglich
der hoheren Prédisposition von Frauen in der MS relevant sein kénnte. Hinsichtlich
der Klinischen Parameter beobachteten wir eine hohere Expression von EBNA-1 in
LCL von MS-Patient:innen mit schubfreien Verlaufen in den letzten zwei Jahren, was
auf eine verminderte Immunabwehr gegen die lytische Virusreplikation des EBV in
der stabilen Krankheitsphase der MS hindeuten konnte. Eine hohe Expression des
EBNA-1 wurde in MS-Patient:innen unter Natalizumab-Behandlung gegentiber

Patient:innen auflerhalb einer DMT festgestellt, wobei unklar ist, ob eine starkere
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Expression bereits vor Behandlungsbeginn vorlag bzw. Natalizumab einen Einfluss
auf den lytischen Replikationszyklus des EBV hat. Eine langerfristige Begleitung der
Patient:innen koénnte ndhere Rickschlusse auf eine prognostische Relevanz der
EBNA-1 Expression geben. Mit Hilfe unseres vorgestellten Virus-Transkriptoms
konnten wir eine Induktion von HERV-K18 und sechs weiteren HERV-Loci in den
LCLs Uber den BCR/CD40-Signalweg nachweisen. Trotz eines berwiegend
homogenen Expressionsmusters innerhalb aller untersuchten LCLs waren
ERVMERG61-1, ERV3-1, sowie vier Mitglieder der HERV-K-Familie ausschliel3lich
in MS-assoziierten LCL starker exprimiert. Wir konnten keine signifikanten
Unterschiede fiir die Expression der ENV von HERV-W1 oder MSRV in unseren
LCLs detektieren, was darauf hinweist, dass sie nicht zu den Loci gehdren, die
préferiert durch EBV transaktiviert werden. Eine mdgliche Relevanz als
diagnostischer Frihmarker erscheint aufgrund der héheren Frequenz auch in einigen
unserer PBMCs von MS-Patient:innen zumindest plausibel. Im Hinblick auf weitere
pradiktive Genexpressionsmuster wurde eine Gruppe von Genen beobachtet, die in
mindestens einem Viertel aller MS-assoziierten LCLs exklusiv Uberexprimiert
waren. Unter Berucksichtigung von LCL-Duplikaten je Person konnten 15 Gene
identifiziert werden, die eine perfekte Unterscheidung unserer MS- und Kontroll-
Gruppe zulieB. Hinsichtlich der Vorhersagekraft jeder einzelner Zelllinie wurden 52
von 59 der MS-assoziierten LCL, was in etwa 88 % entspricht, korrekt zugeordnet,
wobei keine Kontrolle falsch positiv erkannt wurde. Analog dazu, wurde eine Gruppe
von acht DEGs identifiziert, die mit dem Schub-Risiko innerhalb unserer MS-
Patient:innen korrelierte und eine korrekte Zuordnung der LCLs von Patient:innen
mit bzw. ohne Schibe in den letzten zwei Jahren erlaubte. Zur besseren Abschétzung
der Relevanz dieser Auswahl an potentiell pradiktiven Genen sind weiterfiihrende
Studien mit verblindeten Testgruppen aus LCLs von MS-Patient:innen, Kontrollen,

sowie anderen neurodegenerativen Erkrankungen notwendig.

AbschlieBend l&sst sich sagen, dass im Rahmen der vorliegenden Arbeit die Expression von

HERVs als potentiell diagnostisch und therapeutisch relevante Zielstrukturen untersucht wurde.

Hierbei wurde die limitierte Proteinexpression ausgewahlter HERV ENV in vitro gezeigt, sowie

die Konsequenzen einer verbesserten Translation der nativen Sequenz, welche im Sinne der

verwendeten Kodon-Optimierung imitiert wurde, auf die intrazellulére Proteinreifung und -

lokalisation untersucht. Zudem wurde ein von uns etabliertes, auf Sequenzierungsdaten-

basierendes Mapping-Verfahren zur effizienteren Identifizierung exprimierter Transkripte viralen

Ursprungs in RNA-Isolaten maligner und neurodegenerativer Entitdten demonstriert. So konnte

in NB-Zelllinien eine Ko-Expression flnf distinkter HERV mit ORFs in Protein-kodierenden
Bereichen, den NB-Malignitatsmarkern MYC, MYCN und CD133, sowie dem Immuncheckpunkt-
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Molekil CD200 unter einer Medium-induzierten Stammzell-férdernden Umgebung
nachgewiesen werden. Mittels EBV-immortalisierter B-Zelllinien konnten eine ausschlieflich in
MS-assoziierten LCL stattfindende Induktion von ERVMERG61-1, ERV3-1, sowie vier
Mitgliedern der HERV-K-Familie nachgewiesen werden, wobei die Transaktivierung diverser
HERV-Loci durch EBV Ulber den BCR/CD40-Signalweg erfolgte. Zudem wurden Gen-Panel
identifiziert, die mit der Expression bzw. dem Schub-Risiko in unseren MS-assoziierten LCLs

korrelierten, wobei sich eine potentiell diagnostische Relevanz zukiinftig erst beweisen muss.

Um einen Ausblick auf weiterfiihrende Arbeiten zu geben, sind im Folgenden zwei Konzeptideen

aufgefuhrt, die als Ausgangspunkte flr zukiinftige Projekte dienen kdnnten.

Um die pathologischen Konsequenzen der HERV-Expression in NB né&her zu untersuchen,
konnten mit Hilfe unseres Virus-Metagenoms differenzielle Expressionsanalysen von
Tumorproben durchgefiihrt werden. Zur effizienten und Ressourcen-schonenden Umsetzung
konnten hierzu bereits 6ffentlich verflighare RNA-Sequenzierungsdatensatze der NCBI SRA-
Datenbank, wie z. B. eine Sammlung von fast 100 NB-Tumoren (BioProject Nr.: PRINA752570)
aus einer publizierten Arbeit (386), genutzt werden. Anhand dieser Tumorproben waren Analysen
hinsichtlich einer mdglichen Korrelation differenziell exprimierter HERVs und Klinisch
relevanter Parameter wie dem Tumorgrad (1-4S), der Amplifikation von MYCN oder der
Uberlebensrate maglich. Dariiber hinaus ware von Interesse, ob ein direkter Zusammenhang fiir
die Expression von CD200 und den nachgewiesenen HERVs im dargestellten NB-Zellmodell
besteht. Unter Verwendung CD200-depletierter NB-Zellen kdnnte beispielsweise gezeigt werden,
inwieweit eine Aktivierung der HERV-Loci nach Kultivierung in Serum-freien Stammzell-
Medium erfolgen kann. Eine ShRNA- bzw. sSiRNA- oder CRISPR/Cas9-vermittelte Depletion von
CD200 waére aufgrund der robusten Oberflachenexpression in den verwendeten NB-Zelllinien gut
Uberprifbar. Zudem kénnte eine funktionelle Charakterisierung der molekularbiologischen
Konsequenzen einer induzierten oder unterdriickten Expression von CD200 in vitro néheren
Aufschluss zur Relevanz in der Pathogenese von NB geben. Beispielhaft seien hierzu
Untersuchungen zum Proliferations- und Migrationsverhalten, sowie zur Resistenz gegeniiber

Chemotherapeutika genannt.

Ein weiterer denkbarer Ansatz ware eine Ausweitung der Untersuchung zur EBV-vermittelten
Proliferation in immortalisierten B-Zelllinien von MS-Patient:innen, um offene Fragen aus der
im Rahmen der Arbeit durchgefuhrten explorativen Studie aufkléren zu kdnnen. Zum einen
konnte ein verblindetes Test-Set neu-etablierter LCLs von Patient:innen mit MS und anderen
neurodegenerativen Erkrankungen, sowie Kontrollen naheren Aufschluss zur Aussagekraft
unserer hier identifizierten Gen-Panel geben. Des Weiteren ist als grofite Limitation der
vorliegenden Arbeit die einmalige PBMC-Isolation und Etablierung von LCLs zu nennen, die
insbesondere konkrete Ruckschlisse der detektierten EBV- und HERV-Aktivitdt auf
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krankheitsrelevante Parameter erschwerten. Beispielhaft wirde eine langerfristige Begleitung
von MS-Patient:innen inklusive PBMC-Isolation und LCL-Etablierung die Analyse der EBV-
und HERV-Aktivitat zu Zeitpunkten vor, wahrend und nach Abschluss einer DMT oder Vitamin-
D-Supplementierung zulassen. Moglicherweise kdnnten diese zukinftigen Erkenntnisse zur
Optimierung einer individuell geeigneten Wahl der DMT fur Patient:innen beitragen, wie sie hier
bereits beispielhaft fur den Einsatz von Glatirameracetat und Teriflunomid diskutiert wurden.
Dariiber hinaus ware von Interesse, inwiefern die HERV-Aktivitat wéhrend einer B-Zell-
depletierenden Therapie oder einer Behandlung mit RT-inhibierenden Virustatika, z. B.

Tenofovir (387), beeinflusst wird.
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