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Zusammenfassung 

Die Multiple Sklerose (MS) ist eine chronisch entzündliche, demyelinisierende 
Erkrankung des zentralen Nervensystems (ZNS), deren Pathogenese bislang nicht 
abschließend geklärt ist. Als möglicher pathogener Ko-Faktor bei ihrer Entstehung 
wird das Hüllprotein (ENV) des sogenannten pathogenen humanen endogenen 
Retrovirus Typ W diskutiert, da epidemiologische Studien einen Zusammenhang 
zwischen einer Aktivierung dieses Virus und der Prognose und dem Verlauf der 
MS nachweisen konnten. In zahlreichen experimentellen Studien konnte ein 
proinflammatorischer Effekt des ENV auf Zellen des Immunsystems und des 
Gehirns gezeigt werden. Darüber hinaus scheint ENV das endogene 
Regenerationspotenzial des ZNS zu beeinträchtigen, da eine verminderte 
Differenzierungsfähigkeit von Oligodendrozyten-Vorläuferzellen unter 
ENV-Stimulation beobachtet werden konnte. In Vorarbeiten zu dieser Dissertation 
zeigten post mortem Analysen des Hirnparenchyms von MS Patienten, dass ENV 
positive Mikrogliazellen in MS-typischen Läsionen zu finden sind, den 
ENV-Rezeptor TLR4 exprimieren und in direktem Kontakt zu Axonen stehen. 
Mikrogliazellen sind gehirnspezifische Gewebsmakrophagen, die orientierend in 
zwei Phänotypen mit unterschiedlicher Funktion eingeteilt werden können: in einen 
eher proinflammatorischen Phänotyp, der aktiv an Entzündungsprozessen beteiligt 
ist, sowie in einen eher antiinflammatorischen Phänotyp, der bei 
Reparaturprozessen eine wichtige Rolle spielt. Im Rahmen dieses 
Promotionsvorhabens wurde untersucht, inwieweit eine Stimulation von 
Mikrogliazellen durch rekombinantes ENV zu einer Aktivierung beziehungsweise 
einer Änderung des mikroglialen Phänotyps führt, und diskutiert dies im Kontext 
der pathologischen Prozesse bei MS. Es konnte gezeigt werden, dass die 
untersuchten kultivierten primären Mikrogliazellen aus der Wistar-Ratte den 
ENV-Rezeptor TLR4 exprimieren und dass eine Stimulation dieser Zellen mit ENV 
zu einer verstärkten Genexpression proinflammatorischer Faktoren, wie IL-6, 
IL-1β, TNF-α und iNOS, führt. Konsekutiv bewirkte die gesteigerte Genexpression 
auch eine erhöhte Konzentration der entsprechenden Moleküle TNF-α und 
Stickstoffmonoxid. Darüber hinaus entwickelten mit ENV stimulierte 
Mikrogliazellen eine amöboide Morphologie und zeigten eine verminderte 
Migration. Diese Ergebnisse können dahingehend interpretiert werden, dass ENV 
bei Mikrogliazellen einen proinflammatorischen Phänotyp induziert, der für 
degenerative Prozesse an Axonen, wie sie insbesondere bei progressiven 
Verlaufsformen der MS beobachtet werden, mitverantwortlich sein könnte.  
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Summary 

Multiple sclerosis (MS) is a chronic inflammatory, demyelinating disease of the 
central nervous system (CNS), whose pathogenesis has not yet been finally 
clarified. As a possible pathogenic co-factor in MS development, the envelope 
protein (ENV) of the so-called pathogenic human endogenous retrovirus type W is 
considered, since epidemiological studies have already demonstrated a 
connection between the activation of this virus and the prognosis and the course 
of MS. In addition, the proinflammatory effect of the ENV on cells of the immune 
system and the brain itself was shown in numerous experimental studies. 
Furthermore, ENV also appeared to impair the endogenous regeneration potential 
of the CNS, as a reduced ability to differentiate of oligodendrocyte progenitor cells 
was observed with ENV-stimulation. In direct preliminary work for this dissertation, 
post mortem analyzes of the brain parenchyma of MS patients showed that ENV 
positive microglial cells can be found in MS lesions, which expressed the ENV 
receptor TLR4 and were in direct contact with axons. Microglial cells are brain-
specific tissue macrophages that can be divided into two phenotypes with different 
functions: a rather pro-inflammatory phenotype, which is actively involved in 
inflammatory processes, and a rather anti-inflammatory phenotype, which have an 
important role in repair processes. As part of this doctoral project, the author 
investigated whether ENV-stimulation leads to activation or change in the 
microglial phenotype and discusses this in the context of the pathological 
processes in MS. The author was able to show that the examined primary 
microglial cells from the Wistar rat express the ENV receptor TLR4 and that 
stimulation of these cells with recombinant ENV leads to an increased gene 
expression of pro-inflammatory factors, such as IL-6, IL-1β, TNF-α and iNOS. The 
increased gene expression also caused an increased concentration of the 
corresponding molecules TNF-α and nitrogen monoxide. In addition, 
ENV-stimulated microglial cells develop an ameboid morphology and show 
reduced migration. These findings indicate that ENV induces a pro-inflammatory 
phenotype in microglial cells, which could be responsible for degenerative 
processes on axons, what is particularly observed in progressive MS stages. 
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 Einleitung 

 Multiple Sklerose 

1.1.1 Epidemiologie und Risikofaktoren 

Als Erstbeschreiber der Multiplen Sklerose (MS) gilt der Franzose Jean-Martin 

Charcot, der in seiner 1868 verfassten Schrift „Histologie de la sclérose en 

plaques“ einen pathogenetischen Zusammenhang zwischen klinischen 

Symptomen und postmortalen histologischen Veränderungen beschrieb (Charcot 

1868; Gomes und Engelhardt 2013). Die Multiple Sklerose ist die häufigste 

chronisch-entzündliche Erkrankung des zentralen Nervensystems (ZNS) im jungen 

Erwachsenenalter (World Health Organization 2008; Browne et al. 2014), deren 

Prävalenz in Zentraleuropa auf 62-128 Erkrankungen pro 100.000 Einwohner 

geschätzt wird (Kingwell et al. 2013). Anhand von Abrechnungsdaten der 

deutschen Gesetzlichen Krankenversicherungen aus dem Jahr 2010 wird jedoch 

eine deutlich höhere Prävalenz angenommen, mit 289 Erkrankungen pro 100.000 

Einwohnern in Deutschland (Petersen et al. 2014). Insgesamt sind mehr Frauen 

als Männer betroffen, laut WHO etwa in einem Verhältnis von 2:1 (World Health 

Organization 2008). Tendenziell scheint sich das Verhältnis weiter zulasten eines 

steigenden Frauenanteils zu entwickeln (Alonso und Hernan 2008; Koch-

Henriksen und Sørensen 2010). Eine einzelne kausale Ursache der Multiplen 

Sklerose konnte bisher nicht identifiziert werden, weswegen aktuell eine 

multifaktorielle Genese angenommen wird (Belbasis et al. 2015). Einerseits zeigt 

sich eine genetische Prädisposition, im Sinne einer familiären Häufung mit einem 

erhöhten Krankheitsrisiko für nahe Familienmitglieder (O'Gorman et al. 2013). 

Unter anderem wiesen verschiedene Polymorphismen im Major Histocompatibility 

Complex (MHC)-Loci, insbesondere das HLA-DRB1*15:01, eine Assoziation zur 

Multiplen Sklerose auf (Sawcer et al. 2011). Andererseits scheinen Umweltfaktoren 

im Zusammenhang mit einem erhöhten Erkrankungsrisiko zu stehen. So steht die 

Krankheitsprävalenz in Abhängigkeit zur geographischen Lage, mit höheren 

Prävalenzen in äquatorfernen Ländern, wie beispielsweise Westeuropa, 
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Nordamerika und Südaustralien, verglichen mit einem niedrigeren 

Erkrankungsrisiko in äquatornahen Regionen, wie Südamerika, Südeuropa und 

Asien (Kurtzke et al. 1979; Alonso und Hernan 2008; Koch-Henriksen und 

Sørensen 2010; Simpson, JR et al. 2011). Die Erklärungen für dieses Phänomen 

sind vielfältig, so wird ein erniedrigtes Erkrankungsrisiko in der dunkelhäutigen 

Bevölkerung diskutiert (Kurtzke et al. 1979; Langer-Gould et al. 2013), die bessere 

Diagnostik in äquatorfernen Ländern oder die protektive Wirkung erhöhter 

Sonnenexposition in äquatornahen Gebieten, bzw. das davon abhängig gebildete 

Vitamin D3 (Munger et al. 2004; Islam et al. 2007). Einen weiteren 

umweltassoziierten Risikofaktor der Multiplen Sklerose scheinen Virusinfektionen 

darzustellen (Hernán et al. 2001). Ein besonderes Augenmerk gilt hierbei dem 

Epstein-Barr-Virus (EBV, Synonym: Humanes Herpesvirus 4, HHV4), das sowohl 

zu einer asymptomatischen Infektion, als auch zu dem Krankheitsbild einer 

infektiösen Mononukleose führen kann. Circa 90 % der gesunden erwachsenen 

Bevölkerung weisen anti-EBV-Antikörper (anti-EBV-AK) auf, wohingegen fast 

100 % der erwachsenen an Multiple Sklerose Erkrankten seropositiv für 

anti-EBV-AK sind (Ascherio et al. 2001; Levin et al. 2010; Ascherio und Munger 

2010). Metaanalysen zeigten sowohl eine Assoziation zwischen dem Vorliegen 

von anti-EBNA1-Antikörpern (IgG-AK gegen das nukleäre Antigen 1 (EBNA-1) des 

EBV), als auch eine Assoziation der infektiösen Mononukleose zur Multiplen 

Sklerose (Belbasis et al. 2015). Des Weiteren sind Lebensstilfaktoren, wie 

Nikotinabusus und Übergewicht mit einem erhöhten Erkrankungsrisiko assoziiert 

(Belbasis et al. 2015; Gianfrancesco et al. 2017). 

 

 

1.1.2 Verlaufsformen und klinische Manifestation 

Die Multiple Sklerose manifestiert sich im Durchschnitt um das 30. Lebensjahr und 

wird, abhängig vom Krankheitsverlauf, in vier Subtypen gegliedert (Goodin 2014; 

Lublin et al. 2014). Das Klinisch isolierte Syndrom (clinically isolated syndrome, 

CIS) ist dabei die erste klinische Manifestation einer möglichen Multiplen Sklerose, 

die jedoch die formalen Diagnosekriterien einer Multiplen Sklerose, die zeitliche 
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und räumliche Dissemination, noch nicht erfüllt (Lublin et al. 2014; Thompson et 

al. 2018). Circa 85 - 90 % der Patienten leiden bei Erkrankungsbeginn an einer 

schubförmig remittierenden Multiplen Sklerose (relapsing-remitting MS, RRMS). 

Sie ist definiert als ein schubförmiges Auftreten neurologischer Defizite, die sich 

vollständig oder unvollständig zurückbilden. Ein Krankheitsprogress zwischen den 

Schüben tritt nicht auf. Im Mittel 16 Jahre nach Erkrankungsbeginn geht in ca. 

40 % - 65 % der Fälle diese Verlaufsform in eine sekundär progrediente Multiple 

Sklerose (secondary progressive MS, SPMS) über, die durch einen 

Krankheitsprogress mit oder ohne aufgelagerte Schübe charakterisiert ist 

(Compston und Coles 2008; Leray et al. 2016). In 10 – 20 % der Fälle kommt es 

bereits bei Erkrankungsbeginn zu einer kontinuierlichen Behinderungszunahme 

ohne Schubereignisse, definiert als primär progrediente Multiple Sklerose (primary 

progressive MS, PPMS; (Lublin und Reingold 1996; Compston und Coles 2008; 

Lublin 2014; Goodin 2014). Die klinischen Symptome der Multiplen Sklerose 

können, bedingt durch die unterschiedlichen Lokalisationen von Läsionen, sehr 

heterogen sein. So tritt beispielsweise im Rahmen einer Läsion des Sehnervs eine 

Sehstörung auf, andere häufige Symptome sind Sensibilitätsstörungen, Fatigue, 

Ataxie und Blasen- und Darmbeschwerden (Richards et al. 2002; Compston und 

Coles 2008). Im Verlauf der Erkrankung kommt es zu einer Zunahme körperlicher 

Einschränkungen und letztendlich zu einer Reduktion der Lebenserwartung um 

circa 6 - 14 Jahre (Scalfari et al. 2013). 

 

 

1.1.3 Pathologie 

Der genaue Auslöser der Multiplen Sklerose ist bisher unbekannt (Belbasis et al. 

2015). In Hinsicht auf die Pathogenese wurde zunächst angenommen, dass die 

Multiple Sklerose als Autoimmunerkrankung nach einer peripheren Aktivierung zu 

einer Infiltration von autoreaktiven T-Lymphozyten, aktivierten B-Zellen und 

Monozyten in das ZNS führt. Inzwischen wird auch ZNS-residenten Zellen, wie den 

Mikrogliazellen, eine wesentliche Rolle im weiteren Krankheitsprozess 

zugeschrieben (Weiner 2004; Dendrou et al. 2015; O’Loughlin et al. 2018). Das 
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charakteristische neuropathologische Korrelat der Multiplen Sklerose sind fokale 

entzündliche Läsionen, gekennzeichnet durch den Verlust von Myelinscheiden 

(Demyelinisierung), Narbenbildung (Gliose) und insbesondere im späteren Verlauf 

der Erkrankung durch axonale und neuronale Schädigung (Neurodegeneration) 

(Compston und Coles 2008; Dendrou et al. 2015). Die von Oligodendrozyten 

gebildeten Myelinscheiden des ZNS ermöglichen durch das Umwickeln der Axone 

von Nervenzellen unter anderem eine schnelle und effiziente Weiterleitung 

elektrischer Signale. Bei einer Schädigung der Myelinscheiden resultiert daher 

eine gestörte Erregungsleitung (Simons und Nave 2016). Die für die Multiple 

Sklerose typischen Veränderungen betreffen sowohl die weiße als auch die graue 

Substanz des ZNS, also des Gehirns und/oder des Rückenmarks. 

Prädilektionsorte sind der Sehnerv, das Rückenmark, der Hirnstamm, das 

Kleinhirn und die periventrikuläre weiße Substanz (Popescu und Lucchinetti 2012). 

Es wird angenommen, dass am Anfang der Läsionsbildung durch eine Störung der 

Blut-Hirn-Schranke und die Infiltration von peripheren Immunzellen in das ZNS 

eine perivenöse Demyelinisierung steht, die in das umliegende Gewebe expandiert 

und schließlich zu einer Läsion konfluiert. Durch die Demyelinisierung kommt es 

auch zu einer Aktivierung von Astrozyten, die im Verlauf eine gliöse Narbe bilden. 

Andererseits kann durch Rekrutierung und Differenzierung von Oligodendrozyten-

Vorläuferzellen eine Remyelinisierung der betroffenen Axone stattfinden (Prineas 

et al. 1993; Lassmann 2018). In aktiven Läsionen lassen sich eine gestörte Blut-

Hirn-Schranke, sowie eine Vielzahl eingewanderter peripherer Immunzellen, wie 

Makrophagen, T-Zellen, B-Zellen und Plasmazellen nachweisen (Dendrou et al. 

2015). Jedoch lassen sich auch in remyelinisierten oder inaktiven Läsionen, sowie 

in der so genannten normal erscheinenden weißen Substanz (normal appearing 

white matter; NAWM) Entzündungszellen nachweisen (Frischer et al. 2009). 

Demyelinisierung und Neurodegeneration sind dabei mit aktivierten Makrophagen 

im Zentrum der demyelinisierten aktiven Läsionen assoziiert. Am Rand der 

Läsionen findet sich hingegen eine ausgeprägte Aktivierung von Mikrogliazellen, 

die sich auch in geringerem Umfang im umliegenden Gewebe und in der normal 

erscheinenden weißen Substanz nachweisen lässt (Lassmann 2018). Mit 

Fortschreiten der Erkrankung findet sich statt aktiver Läsionen eine zunehmende 

diffuse Infiltration des Hirngewebes mit inflammatorischen T- Zellen und B-Zellen, 
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aktivierten Mikrogliazellen und Astrozyten, sowie eine fortschreitende 

Neurodegeneration und Atrophie der grauen und weißen Substanz (Dendrou et al. 

2015).   
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 Mikrogliazellen 

Mikrogliazellen (MG) sind die Gewebsmakrophagen des ZNS und machen circa 

10 - 15 % der ortsständigen Zellen des ZNS aus (Tamashiro et al. 2012; Nayak et 

al. 2014; Chu et al. 2018). Im Gegensatz zu anderen Makrophagen entstehen 

Mikrogliazellen jedoch nicht aus dem hämatopoetischen System des 

Knochenmarks, sondern aus myeloiden Vorläuferzellen des Dottersacks, von wo 

sie in das ZNS einwandern (Alliot et al. 1999). Mikrogliazellen sind Zellen des 

angeborenen Immunsystem und erkennen und reagieren auf schädigende 

Einflüsse wie Gewebeschäden oder Infektionen durch Produktion von Zytokinen, 

Phagozytose und direkte Zytotoxizität (Chu et al. 2018). Des Weiteren sind 

Mikrogliazellen an regulatorischen Prozessen im ZNS beteiligt, im Rahmen derer 

sie die Gehirnentwicklung und die neuronale Plastizität beeinflussen und die 

Homöostase aufrechterhalten (Orihuela et al. 2016; Chu et al. 2018). 

Mikrogliazellen können ihren funktionellen Phänotyp anpassen, um auf 

Umgebungsreize zu reagieren (Orihuela et al. 2016). Ähnlich wie Makrophagen 

wurden sie entsprechend ihrer in vitro Reaktion auf bekannte Mediatoren für lange 

Zeit in einen proinflammatorischen, sogenannten „M1“- und einen 

antiinflammatorischen, sogenannten „M2“-Phänotyp eingeteilt. Typische Reize für 

eine M1-Differenzierung, auch „klassische Aktivierung“ genannt, sind eine 

Stimulation mit Tumornekrosefaktor-α (TNF-α), Lipopolysaccharide (LPS) und 

Interferon-γ. Sie führen sowohl im Tiermodell, als auch in humanen Mikrogliazellen 

in vitro zur Freisetzung proinflammatorischer Zytokine (IL-1α, IL-1β, IL-6, IL-12, IL-

23, TNF-α), Chemokine (CCL2 und CCL20) und über eine Induktion der 

induzierbaren NO-Synthase (iNOS) zur Produktion von Stickstoffmonoxid (NO; 

(Colton 2009; Orihuela et al. 2016) (Abb. 1 (M1)). Zusätzlich verändern klassisch 

aktivierte Mikrogliazellen ihre Morphologie, hin zu einem amöbenähnlichen, runden 

und abgeflachten Zellkörper (Kloss et al., 2001; Lively and Schlichter, 2013). Die 

alternative Aktivierung, beispielsweise durch IL-4/IL-13, führt dahingegen zur 

Induktion eines antiinflammatorischen Phänotyps mit einer verstärkten Expression 

von beispielsweise Arginase 1, CD206 und Mannose-Rezeptor, sowie zur 

Freisetzung entzündungshemmender Faktoren wie IL-4, IL-6, IL-10, IL-13, IL-1RA, 
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FIZZ1 und PPARγ (Colton 2009; Orihuela et al. 2016; Chu et al. 2018) (Abb. 1 

(M2)).   

 

Abb. 1: Darstellung der klassischen und alternativen Aktivierung von MG zu einem M1 bzw. M2 Phänotyp 

(Lizenznummer: 4340911218177 (Orihuela et al. 2016)). 

 

Zunehmend wird jedoch die oben beschriebene Einteilung der Mikrogliazellen in 

Frage gestellt, da sie die Komplexität in vivo, z.B. im Sinne intermediärer 

Phänotypen, die zwischen „M1“ und „M2“ liegen, nicht ausreichend wiederspiegelt 

(Jha et al. 2016; Ransohoff 2016; Dubbelaar et al. 2018). Eine Balance zwischen 

eher proinflammatorischen und eher antiinflammatorischen Mikrogliazellen scheint 

den Krankheitsprogress der Multiplen Sklerose zu beeinflussen. So wurde 

beispielsweise postuliert, dass die proinflammatorische Aktivierung von 

Mikrogliazellen mit der Schwere der Multiplen Sklerose korreliert (Jha et al. 2016; 

Politis et al. 2012). Auch konnte gezeigt werden, dass Mikrogliazellen im Rahmen 

der Multiplen Sklerose an Demyelinisierung und Neurodegeneration über die 

Produktion proinflammatorischer Zytokine und Moleküle beteiligt sind (Kutzelnigg 

et al. 2005; Chu et al. 2018; Lassmann 2018). Andererseits spielen Mikrogliazellen 

bei Reparaturprozessen eine Rolle, beispielsweise indem sie über die Beseitigung 

von Myelinresten die Remyelinisierung unterstützen (Lampron et al. 2015; Orihuela 

et al. 2016). In Läsionen der Multiplen Sklerose sind sowohl ZNS-residente 

Mikrogliazellen, als auch über eine gestörte Blut-Hirn-Schranke infiltrierte 

Monozyten, im Gewebe dann zu Makrophagen differenziert, nachweisbar. Die 
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Differenzierbarkeit dieser beiden Zelltypen erscheint aufgrund ähnlicher 

morphologischer und funktioneller Eigenschaften jedoch schwierig und ist Inhalt 

aktueller Forschung (Chu et al. 2018; Li und Barres 2018). Wie bereits im Abschnitt 

1.1.3 dargestellt sind die typischerweise in der RRMS zu findenden aktiven 

Läsionen charakterisiert durch eine diffuse Infiltration verschiedenster 

Entzündungszellen, unter anderem Mikrogliazellen und Makrophagen. Zu Beginn 

der aktiven Läsionen exprimieren Mikrogliazellen und Makrophagen überwiegend 

proinflammatorische Charakteristika, die mit einer Gewebeschädigung assoziiert 

sind. Im zeitlichen Verlauf einer aktiven Läsion findet eine Verschiebung zu 

antiinflammatorischen Markern statt, die wiederum mit einer 

entzündungshemmenden Wirkung und Remyelinisierung assoziiert sind. In der 

progressiven Verlaufsform der Multiplen Sklerose dominieren langsam 

expandierende bzw. chronische Läsionen, charakterisiert durch ein hypozelluläres, 

demyelinisiertes Zentrum umgeben von einem Randsaum proinflammatorischer 

Makrophagen und Mikrogliazellen, assoziiert mit axonaler Degeneration (Chu et 

al. 2018; O’Loughlin et al. 2018; Guerrero und Sicotte 2020). 
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 Pathogenes humanes endogenes Retrovirus Typ W 

1.3.1 Humane endogene Retroviren 

Im Jahre 2001 wurde mit der Sequenzierung des menschlichen Genoms deutlich, 

dass etwa 8 % unserer DNA aus ursprünglich retroviraler Erbinformation besteht 

(Lander et al. 2001). Diese retrovirale Erbinformation umfasst Elemente wie gag, 

das für Strukturproteine kodiert, pol, das für die viralen Enzyme Protease, Reverse 

Transkriptase und Integrase kodiert, env, das für Hüllproteine kodiert, sowie Long 

Terminal Repeats (LTRs), die die Expression viraler Gene steuern (Lander et al. 

2001). Bei einer Infektion durch exogene Retroviren erfolgt zunächst die 

Transkription der retroviralen RNA in Doppelstrang DNA, die anschließend in das 

Genom der Wirtszelle integriert wird. Betrifft dieser Vorgang Keimbahnzellen 

werden die retroviralen Elemente, integriert in das Wirtsgenom, an die folgende 

Generation weitervererbt. Die ursprünglich exogenen Retroviren werden auf diese 

Weise „endogenisiert“, sodass man im Fall des menschlichen Genoms schließlich 

von humanen endogenen Retroviren (HERV) spricht (Bannert und Kurth 2006). 

Die Sequenzen der HERV finden sich mehrfach kopiert an verschiedenen 

Lokalisationen im Genom, was durch Reinfektionen und Retrotransposition 

innerhalb der DNA zu erklären ist (Parseval und Heidmann 2005). Seit der 

Integration der ältesten HERV vor circa 60 - 70 Millionen Jahren unterlagen die 

meisten endogenen Retroviren jedoch inaktivierenden Mutationen, wie Deletionen 

und Rekombinationsprozessen (Griffiths 2001; Bannert und Kurth 2006). Bedingt 

durch diese Prozesse besitzen nur wenige dieser retroviralen Elemente eine 

Sequenzlänge, die potenziell ausreichend für ein vollständiges Genprodukt ist. Von 

diesen Genen weisen noch weniger ein offenes Leseraster (open reading frame, 

ORF) auf, mit dem sie einer kodierenden Funktion nachkommen können. So 

zeigten Parseval et al. im Jahr 2003, dass von 467 potenziell kodierenden 

ENV-Genen nur 16 Sequenzen tatsächlich ein offenes Leseraster besitzen, deren 

RNA in unterschiedlicher Aktivität im Gewebe 19 gesunder Probanden 

nachgewiesen werden konnte (Parseval et al. 2003). Diese ENV-Sequenzen 

scheinen dem evolutionären Selektionsdruck standgehalten zu haben, 



 
 

10 
 

möglicherweise als Träger physiologischer Prozesse (Parseval und Heidmann 

2005). Unter anderem zeigte ein Tiermodell, dass die Oberflächen einer mit einem 

endogenen Retrovirus infizierten Zelle, diese vor einer Infektion durch andere 

exogene Retroviren schützt, vermutlich da die Rezeptoren bereits blockiert sind 

(Varela et al. 2009; Grandi und Tramontano 2018). Darüber hinaus zeigen einige 

ENV fusogene Eigenschaften. So kodiert das ERVWE1, Mitglied der HERV-W 

Familie, für ein vollständiges ENV-W, auch Syncytin-1 genannt. Syncytin-1 ist an 

der physiologisch notwendigen Fusion humaner Trophoblasten zu 

Syncythiotrophoblasten und an deren Homöostase beteiligt (Blond et al. 2000; Mi 

et al. 2000; Frendo et al. 2003). Neben den potenziell physiologischen Funktionen 

der HERV gibt es jedoch auch Assoziationen verschiedener HERV zu beim 

Menschen auftretenden Erkrankungen. Hinsichtlich Autoimmunerkrankungen zeigt 

sich eine Assoziation von HERV-W, HERV-H, HERV-K, HRES-1 und HER-15 zu 

Multipler Sklerose (Morandi et al. 2017), von HERV-K zu Amyotropher 

Lateralsklerose (Douville et al. 2011; Li et al. 2015), von HERV-E und HRES-1 zu 

Systemischem Lupus erythematodes (Ogasawara et al. 2001; Pullmann et al. 

2008; Caza et al. 2014; Wu et al. 2015), von HERV-K und HERV-K10 zu 

Rheumatoider Arthritis (Ejtehadi et al. 2006; Reynier et al. 2009; Freimanis et al. 

2010; Mameli et al. 2017), von HERV-K113 zum Sjögren Syndrom (Moyes et al. 

2005) und von HERV-K18 zu Juveniler idiopathischer Arthritis (Sicat et al. 2005). 

Zudem bestehen Assoziationen von HERV zu verschiedenen Malignomen, wie 

dem Mammakarzinom, Lymphom, dem Adenokarzinom der Lunge, Thymom, 

Melanom, Ovarialkarzinom, Prostatakarzinom und Tumoren der Testes (Dolei 

2006; Voisset et al. 2008), sowie zu psychiatrischen Erkrankungen wie 

Schizophrenie und bipolaren Störungen (Frank et al. 2005; Dolei 2006; Perron et 

al. 2012b). 
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1.3.2 Pathogenes humanes endogenes Retrovirus Typ W 

Das pathogene humane endogene Retrovirus Typ W (pHERV-W), früher Multiple 

Sklerose assoziiertes Retrovirus genannt (multiple sclerosis-associated retrovirus, 

MSRV), gehört zur sogenannten HERV-W Familie (Humanes endogenes 

Retrovirus Typ W) und ist damit Mitglied der Klasse I HERV. Das für das pHERV-W 

Hüllprotein (ENV) kodierende Gen ist 1629 Nukleotide lang, das abgeleitete 

Protein besteht aus 542 Aminosäuren mit einer Molekülmasse von 58 Kilodalton 

und wird in eine Oberflächeneinheit (ENV-SU) und eine Transmembraneinheit 

(ENV-TM) unterteilt (Dolei und Perron 2009; Perron et al. 2013). pHERV-W war 

das erste HERV, das in einen Zusammenhang mit Multipler Sklerose gebracht 

werden konnte. So beschrieben Perron et al. erstmalig 1989 Viruspartikel und 

Reverse Transkriptase Aktivität in einer leptomeningealen Zellkultur eines an 

Multiplen Sklerose erkrankten Patienten. Die gleichen Viruspartikel konnten auch 

im Serum von an Multipler Sklerose erkrankter Patienten nachgewiesen werden 

(Perron et al. 1989; Perron et al. 1991; Perron et al. 1997). In den darauf folgenden 

Jahren wiesen verschiedene Arbeitsgruppen eine erhöhte Expression von 

pHERV-W RNA oder pHERV-W Protein in Liquor, Blut und Hirngewebe nach 

(Garson et al. 1998; Dolei et al. 2002; Mameli et al. 2007; Perron et al. 2012a). Das 

pHERV-W ist zudem nicht nur mit der Diagnose einer Multiplen Sklerose assoziiert, 

sondern eine gesteigerte Proteinexpression des pHERV-W korreliert mit einem 

beschleunigten Krankheitsprogress und einer vermehrten Konversionsrate zur 

SPMS (Sotgiu et al. 2010; Morandi et al. 2017). Weitere Studien zeigten, dass die 

Expression der pHERV-W Proteine im ZNS überwiegend auf Makrophagen und 

Mikrogliazellen zurückzuführen ist (van Horssen et al. 2016). Als Auslöser der 

pHERV-W ENV Expression im Rahmen der Multiplen Sklerose wird unter anderem 

eine Transaktivierung der endogenen retroviralen regulatorischen LTR durch 

verschiedene Herpesviren diskutiert, die wiederrum selber mit der Multiplen 

Sklerose assoziiert sind. So führt beispielsweise das Hüllprotein des Epstein Barr 

Virus (EBV) in humanen Blut- und Gehirnzellen zu einer ENV Expression (Perron 

und Lang 2010; Mameli et al. 2012; Nellåker et al. 2006). ENV aktiviert Zellen des 

angeborenen Immunsystems über seinen Hauptrezeptor Toll-like Rezeptor 4 

(TLR4) und seinen Ko-Rezeptor Cluster of Differentiation 14 (CD14; (Rolland et al. 
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2005; Rolland et al. 2006). TLR4 gehört zur Familie der Toll-like Rezeptoren und 

somit zur Gruppe der Pattern-Recognition Receptors. Hierbei handelt es sich um 

Rezeptoren des angeborenen Immunsystems, der ersten Verteidigungslinie gegen 

beispielsweise bakterielle Infektionen. Zusammen mit CD14 führt die Aktivierung 

von TLR4 durch ENV über intrazelluläre Signalkaskaden zur Produktion 

proinflammatorischer Zytokine (Peri et al. 2010). Neben den zunächst entdeckten 

exogenen Liganden (pathogen-associated molecular patterns), wie beispielsweise 

den Lipopolysacchariden (LPS) gramnegativer Bakterien, existieren auch 

endogene Liganden (damage-associated molecular pattern molecules). Endogene 

Liganden des TLR4, wie HMGB1 (High-Mobility-Group-Protein B1), welches nach 

Zellschädigung bzw. Nekrose freigesetzt wird, initiieren eine TLR4 vermittelte 

Entzündungsreaktion. Somit ist TLR4 an infektiösen, wie auch an nichtinfektiösen 

Entzündungsprozessen beteiligt (Peri et al. 2010; Molteni et al. 2016). Studien 

untersuchten den Effekt des ENV auf verschiedene Zelltypen und zeigten in vitro 

eine Induktion proinflammatorischer Zytokine wie IFN-γ, IL-6, IL-12p40, IL-10, 

IL-1β und TNF-α in humanen peripheren mononukleäre Zellen des Blutes 

(peripheral blood monocytic cells; PBMCs; (Rolland et al. 2005)). Zusätzlich zeigte 

sich eine ENV-SU induzierte Reifung antigenpräsentierender dendritischer Zellen, 

die zu einer Differenzierung naiver CD4+-T-Helferzellen zu Th1-ähnlichen 

T-Lymphozyten führt (Rolland et al. 2005; Rolland et al. 2006). In 

Oligodendrozyten-Vorläuferzellen der Ratte vermindert ENV TLR4-abhängig die 

Differenzierungsfähigkeit, erhöht die Expression proinflammatorischer Zytokine 

und induzierbarer Stickstoffmonoxid-Synthase und supprimiert die 

Myelinproduktion (Kremer et al., 2013; Kremer et al., 2015). Anhand der 

experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE), einem Tiermodell der 

Multiplen Sklerose, untersuchten Perron et al., inwieweit ENV in der Lage ist einen 

autoimmunen neuroinflammatorischen Prozess zu induzieren. In der EAE wird 

normalerweise durch das Freunds-Adjuvans, einem Lysat aus Mykobakterien 

zusammen mit Myelin Oligodendrozyten Glykoprotein (MOG) 35-55; eine 

Autoimmunität gegen Myelinproteine induziert. Durch das Ersetzen des Freunds-

Adjuvans durch ENV entsteht zusammen mit MOG 35-55 ebenfalls eine 

dosisabhängige Inflammation (Perron et al. 2013).   
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 Ziele der Arbeit 

Vorausgehende Arbeiten unserer Arbeitsgruppe wiesen immunhistochemisch in 

aktiven und chronischen Läsionen von Multiple Sklerose Patienten ENV-positive 

Mikrogliazellen nach. Diese Mikrogliazellen exprimierten den ENV-Rezeptor TLR4 

und standen in direktem Kontakt mit myelinisierten Axonen und umhüllten diese 

(Kremer et al. 2019). Wie zuvor ausführlich dargestellt sind aktivierte 

Mikrogliazellen in allen Verlaufsformen der Multiplen Sklerose präsent und 

insbesondere an Demyelinisierung und Neurodegeneration beteiligt, indem sie 

proinflammatorische Zytokine und Moleküle produzieren. Andererseits sind sie 

auch an regenerativen Prozessen, wie der Remyelinisierung beteiligt (Lampron et 

al. 2015; Lassmann 2018; Chu et al. 2018). Diese Dissertation widmet sich daher 

der Fragestellung, welchen Einfluss das Hüllprotein des pathogenen humanen 

endogenen Retrovirus Typ W auf den Phänotyp von Mikrogliazellen in vitro hat. 

Zunächst erfolgte die Etablierung einer Zellkultur mit primären Mikrogliazellen aus 

neonatalen Wistar-Ratten. Die Charakterisierung des Phänotyps der 

Mikrogliazellen erfolgte nach der Stimulation mit rekombinantem ENV, verglichen 

mit einer Kontrollpopulation, welche als Zusatz die Pufferlösung des ENV erhielt. 

Der Phänotyp der untersuchten Mikrogliazellen wurde im Rahmen dieses 

Promotionsvorhabens anhand folgender Charakteristika analysiert:  

- die Veränderung molekularer Aspekte, gemessen anhand von 

Genexpression und Proteinproduktion 

- eine Veränderung funktionaler Aspekte, analysiert durch die 

Veränderung der Zellmorphologie und des Migrationsverhaltens 
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 Material und Methoden 

 Material 

Tiere 

Für die Herstellung der Zellkultur von primären Mikrogliazellen wurden die Cortices 

neonataler Wistar-Ratten genutzt (P0). Die Ratten wurden in der Zentralen 

Einrichtung für Tierforschung und wissenschaftliche Tierschutzaufgaben der 

Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf unter pathogenfreien und definierten 

Bedingungen (21 °C, 50 % rF, 12 h Tag/Nacht Zyklus, Futter und Wasser nach 

Belieben) gezüchtet. Die Entnahme und Aufarbeitung des Gewebes erfolgten 

durch die biologisch-technischen Assistenten unserer Arbeitsgruppe 

(Organentnahme-Nr.: 069/11). 

 

Zellkultur 

Accutase eBioscience, Frankfurt am Main 

Albumin (BSA-V) Gibco, Karlsruhe 

CD11b/c (Microglia) MicroBeads rat Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach 

DNAse I type IV Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

Dulbecco’s modified eagle medium 

(DMEM) 

Gibco, Karlsruhe  

Dulbecco’s Modified Eagle Medium 

(DMEM) ohne Phenolrot 

Gibco, Karlsruhe 

Dulbecco’s phosphate buffered saline 

(PBS) 

Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

ENV (Rekombinantes pHERV-

W Hüllprotein) 

GeNeuro, Geneva, Schweiz  
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ENV-Puffer (20 mM Histidin, 5 % 

Saccharose, 0,01 % Polysorbat 20, pH 

6,0) 

GeNeuro, Geneva, Schweiz 

Fetal Bovine Serum (FBS) Lonza, Basel, Schweiz 

L-Cystein Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

L-Glutamin Lonza, Basel, Schweiz 

Leibovitz’s L-15 Medium Gibco, Karlsruhe 

Minimum essential medium (MEM) Gibco, Karlsruhe 

MS Columns Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach 

Papain Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

Penicillin/Streptomycin (P/S) Lonza, Basel, Schweiz 

T-75 Zellkulturflaschen, -schalen und -

wells 

Greiner Bio-One, Frickenhausen 

Trypanblau Lonza, Basel, Schweiz 

Trypsin Inhibitor Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

β-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

  

Immunzytochemie, Morphologie und Migration 

4′,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) Sigma-Aldirch, Taufkirchen 

Alexa Fluor 594 Antikörper Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

USA 

Citifluor Citifluor, Leicester, England 

mouse anti-TLR4 Antikörper Abcam, Cambridge, England 

Normal goat serum (NGS) Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

Paraformaldehyd (PFA)  Merck, Darmstadt 
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Phalloidin-Fluorescein Isothiocyanate 

Labeled (FITC) 

Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

x-well Objektträger (2-well 

Zellkulturkammer auf PCA-

Objektträger) 

Sarstedt, Nümbrecht 

  

RNA Aufbereitung, cDNA Synthese und quantitative PCR 

High-Capacity cDNA Reverse 

Transcription Kit 

Applied Biosystems, Darmstadt 

PCR amplification primers MWG Biotech, Ebersberg 

Power SYBR Green Master Mix Applied Biosystems, Darmstadt 

RNase-Free DNase Set Qiagen, Hilden 

RNeasy Mini Kit Qiagen, Hilden 

  

TNF-α, NO 

Nitric Oxide Assay Kit, Colorimetric Calbiochem, Darmstadt 

TNF alpha Rat ELISA Kit Abcam, Cambridge, England 

  

Technisches Equipment und Software 

7900HT Fast Real-Time PCR System Applied Biosystems, Darmstadt 

Centrifuge 5804 Eppendorf, Hamburg 

Duomax 1030 Heidolph, Schwabach 

EBA 12 Hettich, Tuttlingen 
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Excella E24 Incubator Shaker New Brunswick Scientific, 

Nürtingen 

GraphPad Prism 8 (Version 8.1.4) GraphPad Software, San Diego, 

USA 

Heraeus Hera Safe incubator Heraeus, Hanau 

Infinite 200Pro Tecan, Männedorf 

MACS MultiStand Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach 

Microsoft Excel 2016 MSO (Version 1.5) Microsoft, Redmond, USA 

Nikon eclipse TE200 Microscope  Nikon, Düsseldorf 

NIS Elements Advanced Research 

(Version 4.20) 

Nikon, Düsseldorf 

Sequence Detection Systems (Version 

2.3) 

Applied Biosystems, Darmstadt 

Tecan i-control (Version 1.7.1.12) Tecan, Männedorf 

Veriti 96-Well Fast Thermal Cycler Applied Biosystems, Darmstadt 
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 Methoden 

2.2.1 Gemischte ZNS-Kultur und Isolation von Mikrogliazellen 

Die für die Versuche genutzten primären Mikrogliazellen wurden aus 

ZNS-Mischkulturen isoliert, die von den biologisch-technischen Assistenten 

unserer Arbeitsgruppe nach dem Protokoll von McCarthy und de Vellis (McCarthy 

und Vellis 1980) hergestellt wurden. Die Cortices von neonatalen Wistar-Ratten 

(P0) wurden in MEM-HEPES Medium gesammelt und anschließend für 25 s bei 

2000 UpM zentrifugiert. Der Überstand wurde abgesaugt und zu dem Zellpellet 

wurde MEM-HEPES Medium, das zusätzlich 40 μg/mL DNAse I Type IV, 

0,24 mg/mL L-Cystein und 30 U/mL Papain enthielt, hinzugegeben. Nach 45 min 

Inkubation bei 37 °C, 98 % relativer Luftfeuchtigkeit (rF) und 5 % CO2 wurde 1 mL 

Trypsin-Inhibitor-Lösung hinzugegeben (1 mg/mL Trypsin-Inhibitor, 50 mg/mL 

Albumin BSA-V, 40 μg/mL DNAse I Type IV in 1 mL Leibovitz’s L-15 Medium) und 

5 min bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Der Überstand wurde vorsichtig 

abgesaugt und durch 1 mL der oben beschriebenen Trypsin-Inhibitor-Lösung 

ersetzt. Zu der durch Mischen mit einer Glaspasteurpipette entstandenen 

Zellsuspension wurden 10 mL DMEM-Medium mit 10 % FBS gegeben und für 

5 min bei 1200 UpM zentrifugiert. Der Überstand wurde abgesaugt und das 

Zellpellet mit einer Glaspasteurpipette in 15 mL Kulturmedium (DMEM, 10 % FBS, 

4 mM L-Glutamin, 5000 U/mL Penicillin/Streptomycin) resuspendiert. In T-75 

Zellkulturflaschen (Greiner Bio-One) wurden jeweils 5 mL der Zellsuspension und 

15 mL des Kulturmediums vermischt und bei 37 °C, 98 % rF und 5 % CO2 inkubiert. 

Die hergestellte ZNS-Mischkultur enthält Mikrogliazellen, Astrozyten und 

Oligodendrozyten-Vorläuferzellen.  
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Isolation primärer Mikrogliazellen 

Nach zehn Tagen Wachstum der ZNS-Mischkultur wurden die Mikrogliazellen 

isoliert. Zu diesem Zweck wurden die Flaschen für 1,5 h bei 180 UpM (Excella E24 

Incubator Shaker, New Brunswick Scientific, Nürtingen) geschüttelt, wodurch sich 

die Mikrogliazellen vom Flaschenboden lösten. Astrozyten und Oligodendrozyten 

verblieben auf der Zellkulturschale. Der Überstand wurde vorsichtig abgenommen 

und jeweils 10 mL davon auf Zellkulturschalen verteilt. Nach einer ersten 

Inkubation bei 37 °C, 98 % rF und 10 % CO2 von 10 min adhärierten die 

Mikrogliazellen auf der Oberfläche der Zellkulturschalen. Der Überstand wurde 

abgesaugt und PBS hinzugefügt. Dieser Waschschritt wurde insgesamt drei Mal 

wiederholt, um andere Zelltypen zu entfernen. Nachdem der Überstand zum 

letzten Mal abgesaugt wurde, wurden 2 mL Accutase zu den Mikrogliazellen 

gegeben und für 5 min bei 37 °C, 98 % rF und 10 % CO2 inkubiert, wodurch sich 

die Mikrogliazellen vom Boden der Zellkulturschalen lösten. Die Accutase wurde 

mit 3 mL Mikrogliazellen-Medium (DMEM, 10 % FBS, 1 % P/S; (Tamashiro et al. 

2012)) inaktiviert und die Zellsuspension für 10 min bei 1500 UpM zentrifugiert. 
Der Überstand wurde verworfen und das Zellpellet in 1 mL Mikrogliazellen-Medium 

resuspendiert. Nachdem die Zellen mithilfe einer Thoma Zählkammer (jeweils 

10 µL Zellsuspension und 10 µL Trypanblau) gezählt wurden, wurden die 

Mikrogliazellen je nach Versuch in Mikrogliazellen-Medium wie folgt ausgesät: 

50.000 Zellen/Coverslip in 2 mL für Immunzytochemie, 150.000 Zellen/6-Well in 

3 mL für q-PCR, 100.000 Zellen/x-well-Kammer in 1,5 mL für 

Morphologieexperimente, 30.000 Zellen/6-Well in 50 µL für Migrationsexperimente 

und 50.000 Zellen/96-Well 100 µL für TNF-α-ELISA bzw. NO-Kolorimetrie. Nach 

einer Stunde Inkubation bei 37 °C, 98 % rF und 10 % CO2 wurde das Medium 

durch ENV-haltiges Mikrogliazellen-Medium (1 µg/mL ENV) oder 

Mikrogliazellen-Kontrollmedium (ENV-Puffer) ersetzt.  
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Isolation primärer Mikrogliazellen durch MACS® Separation  

Als zweite Methode zur Herstellung einer Zellkultur aus primären Mikrogliazellen 

wurde die MACS® Separation genutzt. Um die Reinheit der Zellkultur zu erhöhen, 

wurde eine MACS® mittels CD11b/c MicroBeads von Miltenyi Biotec gemäß dem 

Protokoll des Herstellers genutzt. Ebenfalls nach 1,5-stündigem Schütteln der 

ZNS-Mischkultur wurde der Überstand aus den T-75-Flaschen für 10 min bei 

1500 UpM zentrifugiert und das entstandene Zellpellet in 80 µL MACS-Puffer 

gelöst (PBS + 0,5 % BSA, 2-8 °C). Die Zellsuspension wurde mit 20 µL der 

CD11b/c MicroBeads (2-8 °C) vermischt und für 15 min bei 2-8 °C inkubiert, 

wodurch eine magnetische Markierung der CD11b/c-positiven Mikrogliazellen 

erfolgt. Durch Hinzufügen von 2 mL des MACS-Puffers und anschließender 

Zentrifugation für 10 min bei 1500 UpM wurden die Zellen gewaschen. Der 

Überstand wurde abgesaugt und das Zellpellet in 500 µL MACS-Puffer gelöst. Die 

entsprechende Aufreinigungssäule (MS Column) wurde im magnetischen Feld des 

MACS Separators (MACS MultiStand) platziert und mit 500 µL MACS-Puffer 

vorgespült. Beim anschließenden Durchlaufen der Zellsuspension durch die 

Aufreinigungssäule halten die Mikrogliazellen magnetisch durch die Markierung mit 

den CD11b/c MicroBeads in der Säule. Die nicht markierten, CD11b/c negativen 

Zellen wurden durch dreimaliges Waschen mit 500 µL des MACS-Puffers entfernt. 

Durch das Herausnehmen der Säule aus dem magnetischen Feld und 

anschließendem Spülen der Säule mit 1 mL MACS-Puffer wurden die 

Mikrogliazellen danach von der Säule eluiert. Um die Reinheit der Mikrogliazellen 

noch weiter zu erhöhen, wurde der oben geschilderte Vorgang mit einer neuen 

Säule wiederholt. Die Zellsuspension wurde anschließend 10 min bei 1500 UpM 

zentrifugiert, das entstandene Zellpellet in 1 mL Mikrogliazellen-Medium (DMEM, 

10 % FBS, 1 % P/S) gelöst und die Zellen mit einer Thoma Zählkammer (10 µL 

Zellsuspension und 10 µL Trypanblau) gezählt. Die Aussaat der Zellen erfolgte wie 

im ersten Protokoll beschrieben.   
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2.2.2 Immunzytochemie 

Anhand indirekter Immunzytochemie erfolgte der Nachweis von TLR4 in den 

untersuchten kultivierten primären Mikrogliazellen. Die 50.000 

Mikrogliazellen/Coverslip in 2 mL wurden 10 min mit PFA (4 %) fixiert und 

daraufhin drei Mal mit PBS gewaschen. Nachdem die Zellen 30 min mit NGS 

(10 %) blockiert wurden, folgte eine Inkubation mit dem Primärantikörper (Maus 

anti-TLR4 Antikörper, Abcam, 1:1000) über Nacht bei 4 °C. Anschließend wurden 

die Zellen drei Mal mit PBS gewaschen und bei Raumtemperatur 2 h mit dem 

Sekundärantikörper inkubiert (Alexa Fluor 594 Antikörper, Molecular Probes, 

1:1000). Danach wurden die Mikrogliazellen erneut drei Mal mit PBS gewaschen 

und die Zellkerne 20 s mit DAPI angefärbt. Die Coverslips wurden anschließend 

auf einen mit Citifluor bedeckten Objektträger angebracht. Die 

fluoreszenzmikroskopische Auswertung erfolgte unmittelbar, die Lagerung erfolgte 

bei 4°C im Dunkeln. 

 

 

2.2.3 RNA Aufbereitung, cDNA Synthese und qPCR 

Die RNA Aufbereitung, cDNA Synthese und anschließende quantitative PCR von 

Zelllysaten kultivierter Mikrogliazellen diente der quantitativen Auswertung der 

mikroglialen Genexpression. Für die Aufreinigung der RNA wurde das RNeasy 

Mini Kit (Qiagen) in Kombination mit dem RNase-Free DNase Set (Qiagen) und 

das dazugehörige Herstellerprotokoll genutzt. Nach zweimaligem Waschen mit 

PBS wurden die Mikrogliazellen mit 350 µL Lysepuffer (0,1 M β-Mercaptoethanol 

und RLT-Puffer, Qiagen, 1:100) lysiert. Durch eine zweiminütige Zentrifugation 

durch eine QIAshredder spin column bei 14.000 UpM wurde das Zelllysat zunächst 

homogenisiert. Die Flüssigkeit in dem Sammelröhrchen wurde anschließend mit 

350 µL Ethanol (70 %) vermischt und das Gemisch in eine RNeasy spin column 

transferiert. Durch erneutes Zentrifugieren bei 10.000 UpM für 2 min wurde die 

RNA an die Membran der Säule gebunden, der Durchfluss wurde verworfen. 

Nachfolgend wurde die Membran durch die Zugabe von 350 µL RW1-Puffer und 
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Zentrifugation bei 10.000 UpM für 2 min gewaschen und der Durchfluss verworfen. 

Um eine Kontamination mit DNA zu vermeiden wurden 80 µL DNase-Gemisch 

(10 µL DNase und 70 µL RDD Puffer) auf die Membran pipettiert und 15 min bei 

RT inkubiert. Mit 350 µL RW1-Puffer und anschließender Zentrifugation für 2 min 

bei 10.000 UpM wurden die DNA-Reste aus der Membran gelöst, der Durchfluss 

verworfen. Danach folgten zwei weitere Waschschritte jeweils mit 500 µL 

RPE-Puffer und einer Zentrifugation für 2 min bei 10.000 UpM. Nachdem die Reste 

des RPE-Puffers durch eine Zentrifugation für 2 min bei 14.000 UpM entfernt 

wurden, inkubierte die RNA in der Membran für 3 min bei RT mit 30 µL RNase-

freiem Wasser. Durch einen weiteren Zentrifugationsschritt bei 10.000 UpM für 2 

min wurde die aufbereitete RNA von der Membran eluiert, in einem neuen 

Sammelröhrchen aufgefangen und bis zum weiteren Gebrauch bei -80 °C gelagert. 

Mithilfe des High-capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystem) 

und dem dazugehörigen Herstellerprotokoll wurden die RNA-Proben anschließend 

in cDNA umgeschrieben. Zunächst wurden zu 10 µL der aufbereiteten RNA 10 µL 

des Reaktionsgemisches hinzugefügt, das folgende Komponenten enthielt: 2 µL 

10x RT Buffer, 0,8 µL 25x dNTP Mix (100 mM), 2 µL 10x RT Random Primers, 

1 µL MultiScribe Reverse Transcriptase, 1 µL RNase Inhibitor, 3,2 µL Nuclease-

free H2O. Die reverse Transkription wurde anschließend in einem Veriti Thermo 

Cycler (Applied Biosystems) mit folgenden Schritten durchgeführt: Schritt 1: 10 min 

bei 25 °C, Schritt 2: 120 min bei 37 °C, Schritt 3: 5 s bei 85 °C. Für die qPCR wurde 

der Power SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) gemäß dem 

Protokoll des Herstellers und ein 7900HT Fast Real-Time PCR System (Applied 

Biosystems) genutzt. Zunächst wurden 5 µL der cDNA mit 25 µL des 

Reaktionsgemisches (1,8 µL Primer forward, 1,8 µL Primer reverse, 6,4 µL 

LiChrosolv H2O (Merck), 15 µL Power SYBR Green; bzw. für das housekeeping 

Gen GAPDH: 1,8 µL GAPDH forward, 0,3 µL GAPDH reverse, 7,9 µL LiChrosolv 

H2O (Merck), 15 µL Power SYBR Green). Die Sequenzen der genutzten Primer 

sind in der folgenden Tabelle aufgeführt. 

 

 

 

 



 
 

23 
 

 

Primer   

rGAPDH 
forward GAACGGGAAGCTCACTGGC 

reverse GCATGTCAGATCCACAACGG 

rHPRT 
forward GAAAGACTTGCTCGAGATGTCATG 

reverse CACACAGAGGGCCACAATGT 

rODC 
forward GGTTCCAGAGGCCAAACATC 

reverse GTTGCCACATTGACCGTGAC 

riNOS 
forward CTCAGCACAGAGGGCTCAAAG 

reverse TGCACCCAAACACCAAGGT 

rTNF-α 
forward AGCCCTGGTATGAGCCCATGTA 

reverse CCGGACTCCGTGATGTCTAAG 

rIL-6 
forward GTTGTGCAATGGCAATTCTGA 

reverse TCTGACAGTGCATCATCGCTG 

rIL-1β 
forward GAAACAGCAATGGTCGGGAC 

reverse AAGACACGGGTTCCATGGTG 

rTLR4 
forward TCATGCTTTCTCACGGCCTC 

reverse AGGCATCATCCTGGCATTTTC 

rArg 
forward GGTGACCCCCTGCATATCTG 

reverse TCTCGCAAGCCGATGTACAC 

Tabelle 1: Sequenzen der PCR-Primerpaare, Ratte. GAPDH wurde als Referenzgen genutzt. 

Die qPCRs wurden nach folgendem Protokoll durchgeführt: 10 min bei 95 °C, 
2 min bei 50 °C, gefolgt von 40 Zyklen von 15 s bei 95 °C und 1 min bei 60°C. Die 

Daten wurden mit dem vom Hersteller bereitgestelltem Programm (Sequence 

Detection Systems, Version 2.3, Applied Biosystems) und der ∆CT Methode mit 

GAPDH als Referenzgen ausgewertet. Jede Probe wurde als Duplikat gemessen.
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2.2.4 TNF-α-ELISA 

Für den quantitativen Nachweis des Protein TNF-α im Zellüberstand von 

ENV-stimulierten Mikrogliazellen wurde das TNF alpha Rat ELISA Kit (Abcam) und 

das dazugehörige Protokoll wie folgend beschrieben genutzt. Nachdem die 

Mikrogliazellen eine Stunde bei 37 °C, 98 % rF und 10 % CO2 inkubierten, wurde 

der Überstand durch ENV-haltiges Mikrogliazellen-Medium (1 µg/mL ENV) oder 

Kontroll-Mikrogliazellen-Medium (ENV-Puffer) ersetzt. Nach 24 h Inkubation bei 

37 °C, 98 % rF und 10 % CO2 wurde der Überstand aus drei identischen Wells 

vereinigt und vermischt. Jeweils 100 µL der Probe wurden in ein Well der im Kit 

enthaltenen 96-Well-Platte, die mit einem Antikörper gegen TNF-α beschichtet ist, 

aufgetragen. Zusätzlich wurden jeweils 100 µL einer Standardreihe mit bekannten 

Antigenkonzentrationen auf die Platte aufgetragen. Für die Standardreihe wurde 

der TNF alpha Standard (rekombinantes TNF-α, Abcam) mit 

Mikrogliazellen-Medium auf die in der folgenden Tabelle genannten 

Konzentrationen verdünnt. 
 

Standard #1 #2 #3 #4 #5 #6 #7 
Konzentration 20.000 6.667 2.222 740,7 246,9 82,3 0 
        

Tabelle 2: Konzentrationen in pg/mL der TNF-α Standardreihe.  

Die Platte wurde daraufhin lichtgeschützt über Nacht bei 4 °C und leichtem 

Schwenken inkubiert. In dieser Zeit bindet das im Überstand enthaltene TNF-α an 

die Antikörper auf der Platte. Am darauffolgenden Tag wurde die Flüssigkeit aus 

den Wells abgesaugt und die Wells vier Mal mit 300 µL der Wash Solution (Abcam) 

gewaschen. Danach wurde die Flüssigkeit komplett abgenommen. Anschließend 

wurden die Wells für 1 h bei RT und leichtem Schwenken mit 100 µL Biotinylated 

TNF alpha Detection Antibody (Abcam) inkubiert. Nachdem die Platte nochmals 

gewaschen wurde, wurden 100 µL HRP-Streptavidin Solution (Abcam) in jedes 

Well gegeben und 45 min bei RT und leichtem Schwenken inkubiert. Die Platte 

wurde danach erneut gewaschen und anschließend wurden 100 µL TMB One-Step 

Substrate Reagent (Abcam) in jedes Well hinzugefügt. Nach 30 min Inkubation 

lichtgeschützt bei 4 °C und leichtem Schwenken wurden jeweils 50 µL der Stop 
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Solution (Abcam) zu jedem Well hinzugefügt. Mithilfe eines Photometers (Infinite 

200Pro, Tecan) und der zugehörigen Software Tecan i-control (Version 1.7.1.12) 

wurde anschließend die Absorption bei 450 nm gemessen. Alle Proben und 

Standards wurden als Duplikate gemessen. Die weiteren Berechnungen erfolgten 

mittels Microsoft Excel 2016 MSO (Version 1.5). Von den gemessenen Werten des 

Standards und der Proben wurde der Nullstandard (#7) subtrahiert, gemittelt und 

diese Werte in einen log-log-Graphen übertragen. Mit einer Funktion, die das 

Konzentrations-Absorptions-Verhältnis der Standardreihe widerspiegelt, wurde 

schließlich die ursprüngliche TNF-α-Konzentration der Proben errechnet.  

 

 

2.2.5 NO-Kolorimetrie 

Stickstoffmonoxid (NO) hat eine sehr kurze Halbwertszeit und ist deshalb nicht 

verlässlich in Lösungen nachzuweisen bzw. quantifizierbar. Mithilfe des Nitric 

Oxide Assay Kit, Colorimetric (Calbiochem) können jedoch die Abbauprodukte 

Nitrat und Nitrit nachgewiesen werden, wodurch ein Rückschluss auf die 

ursprüngliche NO-Konzentration ermöglicht wird. Die folgende Methode dient 

deshalb dem indirekten Nachweis von NO im Zellüberstand von ENV-stimulierten 

Mikrogliazellen. Die Versuche wurden nach dem Protokoll des Herstellers wie folgt 

durchgeführt: Nach einer Stunde im Brutschrank (37 °C, 98 % rF und 10 % CO2) 

wurde der Überstand durch ENV-haltiges Medium (DMEM ohne Phenolrot, 

10 % FBS, 1 % P/S, 1 µg/mL ENV) oder Kontroll-Medium (DMEM ohne Phenolrot, 

10 % FBS, 1 % P/S, ENV-Puffer) ersetzt. Nach 24 h Inkubation (37 °C, 98 % rF 

und 10 % CO2) wurden jeweils 85 µL der Proben und der Standards auf eine 96-

Well-Platte pipettiert. Die Konzentrationen der Standards sind folgender Tabelle zu 

entnehmen: 
 

Standard S0 S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 

Konzentration 0 0,5 1 5 10 25 50 100 
         

Tabelle 3: Konzentrationen der NO-Standardreihe in μM. 
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Im nächsten Schritt wurden 10 µL Nitrate Reductase (Calbiochem) hinzugefügt, 

gefolgt von 10 µL 2 mM NADH (Calbiochem) und 20 min bei RT und leichtem 

Schwenken inkubiert. Anschließend wurden, durch kurzes Schwenken getrennt, 

50 µL des Color Reagent #1 und #2 (Calbiochem) hinzugefügt. Nach Inkubation 

der 96-Well-Platte für 5 min bei RT und leichtem Schwenken, wurde die Absorption 

bei 540 nm gemessen. Alle Proben und Standards wurden als Duplikate mithilfe 

eines Photometers (Infinite 200Pro, Tecan) und der zugehörigen Software Tecan 

i-control (Version 1.7.1.12) gemessen. Die weiteren Berechnungen erfolgten 

mittels Microsoft Excel 2016 MSO (Version 1.5). Zunächst wurde von den Werten 

der Nullstandard (S0) subtrahiert, die Duplikate gemittelt und eine Konzentration-

Absorptions-Kurve der Standards erstellt, mit der die NO-Konzentration der Proben 

errechnet werden konnte.  

 

 

2.2.6 Morphologie  

Um die Veränderung der Morphologie der Mikrogliazellen genauer zu untersuchen 

war es nötig, das Zytoskelett besser sichtbar zu machen. Zu diesem Zweck wurde 

filamentäres Aktin mit FITC-markiertem Phalloidin und die Zellkerne mit DAPI wie 

folgt gefärbt. Nach der Isolation der Mikrogliazellen wurden zunächst 100.000 

Zellen mit 1,5 mL Mikrogliazellen-Medium in eine Kammer der x-well Objektträger 

(2-well Zellkulturkammer auf PCA-Objektträger, Sarstedt) ausgesät. Nach einer 

Stunde Inkubation bei 37 °C, 98 % rF und 10 % CO2 wurde der Überstand durch 

ENV-haltiges Mikrogliazellen-Medium (1 µg/mL ENV) oder Kontroll-

Mikrogliazellen-Medium (ENV-Puffer) ersetzt. Nach 24 h, 36 h und 48 h wurden 

die x-wells mit PBS gewaschen, mit 4 %-igem PFA fixiert und erneut drei Mal 

gewaschen. Die Kammern wurden mit PBS bedeckt und bei 4 °C für maximal 24h 

gelagert. Die Proben wurden nachfolgend für 45 min mit Phalloidin-FITC 

(250 μg/µL, Phalloidin-Fluorescein Isothiocyanate Labeled, Sigma-Aldrich) 

inkubiert, einem Gift des Knollenblätterpilzes mit hoher Affinität für filamentäres 

Aktin des Zytoskelettes. Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurden die Zellkerne 

20 s mit DAPI angefärbt und die Kammern erneut mit PBS gewaschen. 
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Anschließend wurden die Stege der Kammern entfernt und die Objektträger mit 

Citifluor und einem Deckgläschen bedeckt. Die Bilder wurden in 20-facher 

Vergrößerung mit 6 Bildern pro Kammer und als Duplikate ausgewertet. In der 

Auswertung wurde quantifiziert, wie viele Mikrogliazellen eine vergrößerte, 

amöboide Morphologie angenommen hatten. Dazu wurden Mikrogliazellen als 

vergrößert gewertet, wenn ihr Zytoplasmasaum in mindestens zwei Quadranten 

breiter als der Kerndurchmesser war (Abb. 2). 
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Abb. 2: Schema der morphologischen Klassifikation: Zu sehen sind Mikrogliazellen einer 

Kontrollpopulation (A, A‘) und eine mit ENV stimulierte MG-Population (B, B‘), jeweils nach 48 Stunden. 

Färbung mit FITC-markiertem Phalloidin (grün) und DAPI (blau). Maßstabsbalken 40 μm. (A‘‘) zeigt eine 

Kontrollzelle, (B‘‘) eine als vergrößert gewertete Zelle. Das Zytoplasma ist grün, der Zellkern blau 

dargestellt. Der Pfeil zeigt den Kerndurchmesser bzw. die gleiche Größe im perinukleären Raum ab 

Kerngrenze. Die dunkelgrün-schraffierte Fläche zeigt die Quadranten, in denen der Zytoplasmasaum 

breiter als der Kerndurchmesser ist. Als vergrößert gewertet wurden Mikrogliazellen, deren 

Zytoplasmasaum in ≥ 2 Quadranten breiter als der Kerndurchmesser war. 

 

 

2.2.7 Migrationsverhalten  

Das Migrationsverhalten wurde mittels scratch wound migration assay in 

Anlehnung an eine Methode von Lively und Schlichtert (Lively und Schlichter 2013) 

analysiert. Verlängert wurde das Intervall, in dem die Mikrogliazellen in den 

zellfreien Raum migrieren konnten, um eine Aussage über einen längeren 

Zeitraum treffen zu können. Nach der Isolation der Mikrogliazellen wurden 

zunächst 30.000 Zellen in 50 µL Mikrogliazellen-Medium in die Mitte eines 6-Wells 

ausgesät. Nachdem die Mikrogliazellen sich nach einer Stunde gesetzt hatten, 

wurde das Medium durch 3 mL ENV-haltiges Mikrogliazellen-Medium (1 µg/mL 

ENV) oder Kontroll-Mikrogliazellen-Medium (ENV-Puffer) ersetzt. Nach 18 h 

wurden die Mikrogliazellen mechanisch mit einer 200 µL Pipettenspitze auf einer 

A‘‘ B‘‘ 

Kerndurchmesser 

Zytoplasma 

Kern 

Quadranten: Zytoplasma > 

Kerndurchmesser 
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geraden Linie entfernt und das Medium danach ersetzt. Nach 5 Tagen wurden die 

Zellen, die in den durch die Pipettenspitze entstandenen zellfreien Raum 

einwanderten, gezählt. 

  

 

2.2.8 Statistische Auswertung und graphische Darstellung 

Die statistische Analyse wurde mittels Microsoft Excel 2016 MSO (Version 1.5) 

durchgeführt, die graphische Darstellung der Ergebnisse erfolgte mit der Software 

GraphPad Prism 8 (Version 8.4.1). Zur Berechnung der Signifikanzen der 

gemessenen Veränderungen durch die Stimulation mit ENV gegenüber der 

Pufferkontrolle wurden zweiseitige t-Tests durchgeführt. Werte < 0,05 wurden als 

signifikant gewertet. In den Balkendiagrammen sind die Werte der X-Achse als Zeit 

in Minuten (min) oder Stunden (h) angegeben, auf der Y-Achse sind die Werte als 

dekadischer Logarithmus (qPCR), Konzentration (TNF-α, NO), Prozent 

(Morphologie) oder Anzahl (Migration) dargestellt. Die Ergebnisse sind als 

Mittelwert ± Standardfehler dargestellt. Signifikanzen wurden auf vier 

Dezimalstellen gerundet und in den Diagrammen wie folgt dargestellt: p ≥ 0,05 

nicht signifikant (n.s.), p < 0,05 1 Stern (*), p ≤ 0,01 2 Sterne (**), p ≤ 0,001 3 

Sterne (***).  
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 Ergebnisse 

 Etablierung der Zellkultur aus primären 
Mikrogliazellen 

Die Gewinnung der ZNS-Mischkulturen erfolgte in Kooperation mit 

Arbeitsgruppenmitgliedern, genutzt wurde dazu ein bereits etabliertes Verfahren. 

Entsprechend des ursprünglichen Protokolls wurde aus der ZNS-Mischkultur der 

Zellüberstand mit den enthaltenen Mikrogliazellen nach 2 h auf dem 

Inkubationsschüttler entnommen (Kremer et al. 2009). Aufgrund vermehrter 

Kontamination mit anderen Zelltypen des ZNS, wie Astrozyten und 

Oligodendrozyten-Vorläuferzellen, wurde in Anlehnung an die Literatur (Krady et 

al. 2008; Ni und Aschner 2010) die Zeit und die Rotation der ZNS-Mischkultur im 

Inkubationsschüttler modifiziert. Nach 1,5 h bei 180 UpM lösten sich nahezu alle 

Mikrogliazellen vom Boden, ohne dass sich lichtmikroskopisch eine Kontamination 

feststellen ließ. Für die weitere Aufreinigung der Mikrogliazellen wurden die 

adhärenten Eigenschaften der Mikrogliazellen genutzt (Krady et al. 2008). Um eine 

höhere Reinheit der Mikrogliazellen zu erhalten, wurden zusätzliche und frühere 

Waschschritte ergänzt, um weniger adhärente Zellen zu entfernen. Mit dieser 

Methode konnte eine ca. 99 % reine Mikrogliazellkultur generiert werden. Die 

Reinheit der Mikrogliazellkultur wurde im Verlauf jedes Experimentes 

lichtmikroskopisch überprüft, verunreinigte Zellkulturen wurden verworfen. Da im 

Verlauf der Versuche mit der oben beschriebenen Methode intermittierend 

Kontaminationen der Mikrogliazellkultur mit anderen Zelltypen auftraten, wurden 

alternative Methoden getestet. Mit der im Abschnitt Methoden beschriebenen 

MACS® Separation von Miltenyi Biotec und dem dazugehörigen Protokoll konnte 

schließlich eine stabile ca. 99 % Reinheit der Mikrogliazellkulturen erreicht werden.
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A 

 Verminderte TLR4-Genexpression durch ENV in 
TLR4 positiven Mikrogliazellen 

Die fluoreszenzmikroskopische Auswertung der indirekten immunzytochemischen 

Färbung der primären Mikrogliazellkultur zeigte eine Bindung des anti-TLR4 an die 

kultivierten primären Mikrogliazellen aus neugeborenen Wistar-Ratten (Abb. 3Abb. 

3 A). Die Analyse der Genexpression von TLR4 in Mikrogliazellen mittels qPCR 

zeigte, dass die Stimulation mit ENV im Vergleich zur Kontrolle nach drei Stunden 

(p = 4,7x10-6) und ebenso nach 120 Stunden (p = 0,0020) zu einer signifikant 

niedrigeren TLR4-Genexpression führte. Das dargestellte Ergebnis ist 

repräsentativ für drei Experimente unter gleichen Bedingungen (Abb. 3 B).   

 

 

 

Abb. 3: ENV-Stimulation von TLR4-positiven Mikrogliazellen führt zu einer signifikanten Suppression der 

TLR4-Genexpression. (A) Immunzytochemische Färbung mit anti-TLR4-Antikörper (rot) und DAPI (blau); 

die kultivierten primären Mikrogliazellen exprimieren den ENV-Rezeptor TLR4. Maßstabsbalken 30 μm. (B) 

Die qPCR zeigt eine signifikante Abnahme der TLR4-Genexpression in Mikrogliazellen unter 

ENV-Stimulation im Vergleich zur Kontrolle nach drei Stunden (p = 4,7x10-6) und nach 120 Stunden (p = 

0,0020). GAPDH wurde als Referenzgen genutzt. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM. (für die Zeitpunkte 

3 h, 24 h n = 3).  
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 ENV induziert eine proinflammatorische 
Genexpression in Mikrogliazellen 

Eine Stimulation der Mikrogliazellen mit ENV führte zu einer signifikanten 

Steigerung der Genexpression von iNOS im Falle beider verwendeten 

housekeeping Gene Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) und 

Ornithindecarboxylase (ODC) im Vergleich zur Kontrolle (n = 1). Die qPCR mit 

GAPDH als Referenzgen zeigte nach eineinhalb Stunden (p = 0,0094), drei 

Stunden (p = 0,0225), sechs Stunden (p = 0,0004) und 24 Stunden (p = 0,0071) 

eine signifikante Steigerung der Genexpression durch Stimulation mit ENV im 

Vergleich zur Kontrolle (Abb. 4 A). Auch mit ODC als Referenzgen zeigte sich nach 

eineinhalb Stunden (p = 0,0129), drei Stunden (p = 0,0011), sechs Stunden 

(p = 0,010) und 24 Stunden (p = 0,0030) eine signifikante Steigerung der 

Genexpression von iNOS durch Stimulation mit ENV im Vergleich zur Kontrolle 

(Abb. 4 B). Auch im Vergleich der housekeeping Gene GAPDH und Hypoxanthin-

Phosphoribosyl-Transferase 1 (HPRT1) zeigte sich durch Stimulation mit ENV eine 

signifikante Steigerung der Genexpression von iNOS im Vergleich zur Kontrolle 

(n = 1). Die qPCR mit GAPDH als Referenzgen zeigte nach drei Stunden 

(p = 0,0010) und 24 Stunden (p = 0,0001) eine signifikante Steigerung der 

Genexpression durch die Stimulation mit ENV (Abb. 5 A). Auch mit HPRT1 als 

Referenzgen zeigte sich nach drei Stunden (p = 0,0002) und 24 Stunden 

(p = 0,0009) eine signifikante Steigerung der Genexpression von iNOS durch 

Stimulation mit ENV im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 5 B). Für alle folgenden qPCR 

wurde GAPDH als Referenzgen verwendet. 
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Abb. 4: Die qPCR (A) mit GAPDH als Referenzgen, (B) wie auch mit ODC als Referenzgen zeigte durch eine 

Stimulation der Mikrogliazellen mit ENV zu allen Zeitpunkten eine signifikante Steigerung der 

iNOS-Genexpression im Vergleich zur Kontrolle. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM. (n = 1). 
                      

                   
Abb. 5: Die qPCR (A) mit GAPDH als Referenzgen, (B) wie auch mit HPRT1 als Referenzgen zeigte durch 

eine Stimulation der Mikrogliazellen mit ENV eine signifikante Steigerung der iNOS-Genexpression nach 

drei Stunden und 24 Stunden im Vergleich zur Kontrolle. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM. (n = 1). 
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Tumornekrosefaktor-α (TNF-α) 

Eine Stimulation der Mikrogliazellen mit ENV führte zu einer signifikanten 

Steigerung der Genexpression von TNF-α verglichen zur Kontrolle (Kremer et al., 

2019). Die in Abbildung 6 dargestellten Ergebnisse sind für die Zeitpunkte drei 

Stunden, 48 Stunden und 120 Stunden repräsentativ für drei qPCR unter gleichen 

Bedingungen. In dem graphisch dargestellten Versuch zeigte sich nach 15 Minuten 

(p = 0,8386) und 30 Minuten (p = 0,5076) kein signifikanter Anstieg der TNF-α-

Genexpression durch Stimulation mit ENV im Vergleich zur Kontrolle. Nach 

60 Minuten (p = 0,0002), 120 Minuten (p = 0,08,9x10-6) und 180 Minuten 

(p = 0,0013) zeigte sich dann eine signifikante Steigerung der TNF-α-

Genexpression durch Stimulation mit ENV im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 6 A). 

Auch in einem zweiten qPCR-Versuch mit längeren Inkubationszeiten war die 

TNF-α-Genexpression durch Stimulation mit ENV nach jeweils drei Stunden 

(p = 0,0017), 48 Stunden (p = 0,0089) und 120 Stunden (p = 0,0054) signifikant 

erhöht im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 6 B). 

     

Abb. 6: Die Stimulation der Mikrogliazellen mit ENV führt zu einer signifikanten Steigerung der 

Genexpression von TNF-α. (A) Bereits nach 60 Minuten bis (B) insgesamt 120 Stunden zeigte sich eine 

signifikant gesteigerte Genexpression von TNF-α in Mikrogliazellen durch Stimulation mit ENV im Vergleich 

zur Kontrolle. GAPDH wurde als Referenzgen genutzt. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM. (für die 

Zeitpunkte 3h, 48 h und 120 h n = 3). 
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Interleukin-6 (IL-6) 

Im Vergleich zur Kontrolle führte die Stimulation der Mikrogliazellen mit ENV zu 

einer signifikanten Steigerung der Genexpression von Interleukin-6 (Kremer et al., 

2019). Die in Abbildung 7 dargestellten Ergebnisse sind für den Zeitpunkt von drei 

Stunden repräsentativ für vier qPCR unter gleichen Bedingungen. In dem 

graphisch dargestellten Versuch zeigte sich nach 15 Minuten (p = 0,5159) und 30 

Minuten (p = 0,0874) kein signifikanter Anstieg der IL-6-Genexpression durch 

Stimulation mit ENV im Vergleich zur Kontrolle. Nach 60 Minuten (p = 0,0022), 120 

Minuten (p = 0,0063) und 180 Minuten (p = 0,0027) zeigte sich eine signifikante 

Steigerung der IL-6-Genexpression durch Stimulation mit ENV im Vergleich zur 

Kontrolle (Abb. 7 A). Auch in einem zweiten qPCR-Versuch mit längeren 

Inkubationszeiten war die IL-6-Genexpression durch Stimulation mit ENV nach 

drei Stunden (p = 0,0109), nach 48 Stunden (p = 0,0008) und 120 Stunden 

(p = 0,0029) signifikant erhöht im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 7 B).  

      
Abb. 7: Die Stimulation der Mikrogliazellen mit ENV führt zu einer signifikanten Steigerung der 

Genexpression von IL-6. (A) Bereits nach 60 Minuten bis (B) insgesamt 120 Stunden zeigte sich eine 

signifikant gesteigerte Genexpression von IL-6 in Mikrogliazellen durch Stimulation mit ENV im Vergleich 

zur Kontrolle. GAPDH wurde als Referenzgen genutzt. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM. (für den 

Zeitpunkt 3 h n = 4). 
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Interleukin-1 β (IL-1β) 

Eine Stimulation der Mikrogliazellen mit ENV führte zu einer signifikanten 

Steigerung der Genexpression von Interleukin-1β verglichen zur Kontrolle (Kremer 

et al., 2019). Die in Abb. 8 dargestellten Ergebnisse sind für den Zeitpunkt drei 

Stunden repräsentativ für drei qPCR unter gleichen Bedingungen. In dem 

graphisch dargestellten Versuch zeigte sich nach 15 Minuten (p = 0,0788) und 

nach 30 Minuten (p = 0,0815) kein signifikanter Anstieg der IL-1β-Genexpression 

durch Stimulation mit ENV im Vergleich zur Kontrolle. Nach 60 Minuten 

(p = 0,0004), 120 Minuten (p = 0,0015) und 180 Minuten (p = 0,0005) zeigte sich 

dann eine signifikante Steigerung der IL-1β-Genexpression durch Stimulation mit 

ENV im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 8 A). Auch in einem zweiten qPCR-Versuch 

mit längeren Inkubationszeiten war die IL-1β-Genexpression durch Stimulation mit 

ENV nach drei Stunden (p = 7,3x10-7) und nach 120 Stunden (p = 0,0007) 

signifikant erhöht im Vergleich zur Kontrolle. Nach 48 Stunden zeigte sich keine 

signifikante Steigerung der IL-1β-Genexpression (p = 0,1051), am ehesten durch 

einen Messfehler in den ENV Duplikaten, mit einem Standardfehler von ± 1,6333 

bei einem Wert von 6,6653 (Abb. 8 B).  
 

 

 

 

Abb. 8: Die Stimulation der Mikrogliazellen mit ENV führt zu einer signifikanten Steigerung der 

Genexpression von IL-1β. (A) Bereits nach 60 Minuten bis insgesamt (B) 120 Stunden zeigte sich eine 

signifikante Steigerung der Genexpression von IL-1β in Mikrogliazellen durch Stimulation mit ENV im 
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Vergleich zur Kontrolle. Nach 48 Stunden ergab sich keine signifikante Steigerung der Genexpression. 

GAPDH wurde als Referenzgen genutzt. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM. (für den Zeitunkt 3 h n = 3). 

 

 

Induzierbare NO-Synthase (iNOS) 

Auch für iNOS konnte per qPCR gezeigt werden, dass eine Stimulation von 

Mikrogliazellen mit ENV zu einer konsistent erhöhten Genexpression in 

Mikrogliazellen führt (Kremer et al. 2019). Abbildung 9 zeigt für die Zeitpunkte drei 

Stunden, 48 Stunden und 120 Stunden repräsentative Ergebnisse für drei qPCR 

unter gleichen Bedingungen. Nach 15 Minuten (p = 0,7729) und 30 Minuten 

(p = 0,1501) zeigte sich in dem graphisch dargestellten Versuch kein signifikanter 

Anstieg der iNOS-Genexpression durch die Stimulation mit ENV im Vergleich zur 

Kontrolle. Nach 60 Minuten (p = 0,0061), 120 Minuten (p = 0,0004) und 180 

Minuten (p = 0,0013) zeigte sich eine signifikante Steigerung der iNOS-

Genexpression durch Stimulation mit ENV im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 9 A). 

Auch in einer zweiten qPCR-Versuchsreihe mit längeren Inkubationszeiten war die 

iNOS-Genexpression durch Stimulation mit ENV nach drei Stunden (p = 9,7x10-5), 

48 Stunden (p = 0,0001) und 120 Stunden (p = 0,0028) signifikant erhöht im 

Vergleich zur Kontrolle (Abb. 9 B).  
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Abb. 9: Die Stimulation der Mikrogliazellen mit ENV führt zu einer signifikanten Steigerung der 

Genexpression von iNOS. (A) Bereits nach 60 Minuten bis insgesamt (B) nach 120 Stunden zeigte sich eine 

signifikante Steigerung der Genexpression von iNOS in Mikrogliazellen durch Stimulation mit ENV 

verglichen zur Kontrolle. GAPDH wurde als Referenzgen genutzt. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM. 

(für die Zeitpunkte 3 h, 48 h und 120 h n = 3). 
 

Zusammenfassend lässt sich eine signifikante Steigerung der Transkription 

verschiedener proinflammatorischer Zytokine, wie IL-6, IL-1β und TNF-α, sowie 

iNOS in Mikrogliazellen durch Stimulation mit ENV nachweisen. Es zeigte sich 

bereits nach 60 Minuten eine signifikante Induktion der Genexpression, die über 

einen längeren Zeitraum von mindestens fünf Tagen anzudauern scheint. Typische 

antiinflammatorische Gene, wie Arginase-1, zeigten dahingegen keine signifikante 

Änderung in ihrer Transkriptionsrate in diesem Zeitraum (Daten nicht dargestellt).

   



 
 

39 
 

 ENV beeinflusst die TNF-α- und NO-Konzentration 

Parallel zu der erhöhten Transkription der oben beschriebenen Gene stiegen auch 

entsprechend die Konzentrationen von TNF-α und NO im Zellüberstand von 

Mikrogliazellen durch Stimulation mit ENV (Kremer et al. 2019). Abbildung 10 A 

zeigt, dass 24 Stunden nach Stimulation mit ENV im Zellüberstand als Mittelwert 

aus drei Experimenten unter gleichen Bedingungen eine TNF-α-Konzentration von 

1411,3 pg/mL mit einem Standardfehler von ± 231,5 pg/mL nachzuweisen war, im 

Gegensatz zu 9,5 pg/mL mit einem Standardfehler ± 6,8 pg/mL in der Kontrolle. 

Dieser Unterschied war signifikant (p = 0,0078). Abbildung 10 B zeigt nach 

Stimulation mit ENV im Zellüberstand als Mittelwert aus zwei Experimenten unter 

gleichen Bedingungen eine NO-Konzentration von 48,7 µM mit einem 

Standardfehler von ± 13,8 µM, im Gegensatz zur Kontrolle mit 9,5 µM mit einem 

Standardfehler von ± 1,0 µM. Dieser Unterschied war nicht signifikant (p = 0,2588). 

 

 
Abb. 10: Im Zellüberstand ENV-stimulierter Mikrogliazellen lassen sich erhöhte Konzentrationen von TNF-α 

und NO nachweisen. (A) Die TNF-α-Konzentration war im Zellüberstand der ENV-stimulierten 

Mikrogliazellen nach 24 Stunden signifikant erhöht im Vergleich zur Kontrolle (p = 0,0078). Die dargestellte 

Graphik zeigt den Mittelwert ± SEM aus 3 Experimenten unter gleichen Bedingungen. (B) Auch die 

NO-Konzentration im Zellüberstand von ENV-stimulierten Mikrogliazellen lässt einen Anstieg vermuten, die 

Analyse ist bei 2 Experimenten unter gleichen Bedingungen jedoch nicht signifikant (p = 0,2588).  
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 ENV beeinflusst die Morphologie von Mikrogliazellen  

Im Rahmen der oben beschriebenen Experimente konnte bereits 

lichtmikroskopisch eine Veränderung der Morphologie der Mikrogliazellen durch 

Stimulation mit ENV beobachtet werden. Die Analyse der Morphologie ergab, dass 

bereits nach 24 Stunden ein signifikant höherer Anteil von vergrößerten, 

amöboiden Mikrogliazellen im Vergleich zur Kontrolle nachzuweisen war 

(p = 0,0030). Auch nach 36 Stunden (p = 0,0047) und 48 Stunden (p = 0,0007) war 

der erhöhte Anteil an vergrößerten, amöboiden Mikrogliazellen durch Stimulation 

mit ENV weiterhin signifikant (für die Zeitpunkte 24 Stunden und 48 Stunden n = 3) 

(Abb. 11 A). Dabei zeigte sich, dass die Mikrogliazellen unter ENV-Stimulation 

zunächst vermehrt einen länglichen Phänotyp und später vermehrt einen 

amöboiden Phänotyp entwickelten (Abb. 11 E-G). 
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Abb. 11: Der Anteil an Mikrogliazellen mit einer vergrößerten, amöboiden Morphologie ist durch 

Stimulation mit ENV bereits nach 24 Stunden signifikant erhöht im Vergleich zur Kontrolle. (A) zeigt den 

Anteil der als vergrößert, „M1“-typisch gewerteten Mikrogliazellen nach Stimulation mit ENV und der 

Kontrolle. Es zeigt sich ein signifikant höherer Anteil an amöboiden Morphologien nach Stimulation mit 

ENV nach 24 Stunden, 36 Stunden und 48 Stunden im Vergleich zur Kontrolle. Das dargestellte Ergebnis 

repräsentiert für die Zeitpunkte 24 Stunden und 48 Stunden die Mittelwerte ± SEM aus 3 Experimenten 

unter gleichen Bedingungen, für den Zeitpunkt 36 Stunden Mittelwerte ± SEM aus 2 Experimenten unter 

gleichen Bedingungen. (B-G) zeigen exemplarische fluoreszenzmikroskopische Bilder von Mikrogliazellen 

der Kontrolle (B-C) und nach ENV-Stimulation (E-G) nach jeweils 24 Stunden (B, E), 36 Stunden (C, F) und 

48 Stunden (D, G). Durch die Stimulation mit ENV scheinen die Mikrogliazellen zunächst eine längliche und 

später eine typisch amöboide Morphologie anzunehmen. Die Zellen wurden mit FITC-markiertem Phalloidin 

(grün) und DAPI (blau) gefärbt. Maßstabsbalken: 40 μm.   
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 ENV vermindert die mikrogliale Migration 

Die Stimulation der Mikrogliazellen mit ENV zeigt, wie in Abbildung 12 A 

dargestellt, einen signifikant hemmenden Effekt auf die Migration nach 120 

Stunden im Vergleich zur Kontrolle (p = 0,0128). Dabei migrierten im Mittel 119 

Kontroll-Mikrogliazellen pro Well in den zellfreien Bereich, wohingegen im Mittel 

nur 29 ENV stimulierte Mikrogliazellen pro Well in den zellfreien Bereich migrierten. 

Dargestellt ist der Mittelwert ± Standardabweichung aus vier Experimenten unter 

gleichen Bedingungen (Abb. 12 C). Abbildung 12 A und B zeigen repräsentative 

lichtmikroskopische Beispielbilder 120 Stunden nach Stimulation mit Puffer (Abb. 

12 B) und ENV (Abb. 12 C). 
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Abb. 12: Stimulation mit ENV hemmt die Migration von 

Mikrogliazellen. (A-B) zeigen repräsentative Beispielbilder der 

Migration der Mikrogliazellen nach 120 Stunden (A) der 

Kontrolle und (B) nach Stimulation mit ENV. Die dargestellten 

Balken kennzeichnen den ursprünglich zellfreien Raum. 

Phasenkontrastaufnahme; 10-fache Vergrößerung. (C) zeigt 

die Mittelwerte ± SEM der Anzahl migrierter Zellen in den 

zellfreien Raum pro Well für Mikrogliazellen 120 Stunden nach 

Stimulation mit ENV und der Kontrolle. Es zeigte sich eine 

signifikante Abnahme der Migration durch die Stimulation mit 

ENV im Vergleich zur Kontrolle (p = 0,0128). Dargestellt ist der 

Mittelwert ± SEM aus 4 Experimenten unter gleichen 

Bedingungen. 
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 Diskussion 

 ENV induziert in Mikrogliazellen einen 
proinflammatorischen Phänotyp 

Bereits Perron et al. konnten in ihren Arbeiten eine ENV Expression in 

Mikrogliazellen und Makrophagen in Läsionen der Multiplen Sklerose nachweisen 

(Perron et al. 2005). Wie eingangs diskutiert, können Mikrogliazellen sowohl 

antiinflammatorisch an regenerativen Prozessen, aber auch proinflammatorisch an 

der Demyelinisierung und Neurodegeneration im Rahmen der Multiplen Sklerose 

beteiligt sein (Lampron et al. 2015; Chu et al. 2018; Lassmann 2018). Unsere 

Arbeitsgruppe wies zudem im Hirnparenchym von Patienten mit Multipler Sklerose 

ENV-positive Mikrogliazellen nach, die myelinisierte Axone umhüllen (Kremer et 

al. 2019). Ziel dieses Promotionsvorhabens war es daher in vitro den Effekt von 

ENV auf den Phänotyp primärer Mikrogliazellen aus neonatalen Wistar-Ratten zu 

untersuchen. Dabei wurde in dieser Arbeit ein Augenmerk sowohl auf molekulare 

Veränderungen, als auch auf funktionale und morphologische Aspekte gelegt und 

dabei zwischen bekannten typischerweise pro- und antiinflammatorischen 

Charakteristika differenziert.  

 

 

4.1.1 ENV supprimiert die TLR4-Genexpression 

Die notwendige Voraussetzung für eine Interaktion einer Zelle mit ENV ist ihre 

Expression des Toll-like Rezeptor 4 (TLR4) (Rolland et al. 2006; Kremer et al. 

2013; Kremer et al. 2015). Wie bereits bekannt exprimieren Mikrogliazellen als 

Zellen des angeborenen Immunsystems diesen Rezeptor auf ihrer Zelloberfläche 

(Olson und Miller 2004; Yao et al. 2013). Auch in den primären Mikrogliazellen aus 

Wistar-Ratten konnte TLR4 nachgewiesen werden. Nach Stimulation der 

Mikrogliazellen mit ENV nahm die TLR4-Genexpression in den Mikrogliazellen 

signifikant ab, ein Effekt der bereits mit anderen Liganden des TLR4, 
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beispielsweise LPS, gezeigt wurde (Jack et al. 2005; McCarthy et al. 2017). Die 

Bindung eines Pathogen an den TLR4 führt über intrazelluläre Signalkaskaden zu 

einer starken Entzündungsreaktion. Um eine unkontrollierte, krankhafte 

Entzündungsreaktion zu vermeiden gibt es regulatorische 

Feedbackmechanismen, die unter anderem die Erkennung der Liganden oder 

direkt die Signalkaskade beeinflussen oder zu einer reduzierten Expression des 

TLR4 führen.  

 

 

4.1.2 ENV induzierte Genexpression 

Um den Effekt einer ENV-Stimulation auf Mikrogliazellen näher zu untersuchen, 

wurden quantitative Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (qPCR) genutzt, um 

mögliche Unterschiede der Genexpression zu Kontroll-Mikrogliazellen zu 

detektieren. Zunächst konnte gezeigt werden, dass die sogenannten 

housekeeping Gene ODC, GAPDH und HPRT1 als Referenzgene allesamt 

geeignet waren, um eine konsistente signifikante ENV-induzierte Steigerung der 

Genexpression von iNOS in ENV-stimulierten Mikrogliazellen nachzuweisen. Da 

andere Arbeitsgruppen ebenfalls GAPDH als housekeeping Gen für die Analyse 

der Genexpression in Mikrogliazellen nutzten (Jack et al. 2005; Marinelli et al. 

2015), wurde für die Folgeexperimente ebenfalls GAPDH als Referenzgen genutzt. 

Die Stimulation mit ENV führte in den Mikrogliazellen des Weiteren zu einem 

signifikanten Anstieg der Genexpression proinflammatorischer Zytokine, wie 

TNF-α, IL-6 und IL-1ß, und zu einem signifikanten Anstieg der Genexpression der 

iNOS. All diese Faktoren sind bekannte Mediatoren von Entzündungsprozessen 

und entsprechen dem Genexpressionsmuster eines proinflammatorischen 

mikroglialen Phänotyps (Orihuela et al. 2016; Jha et al. 2016). Hierbei ist 

insbesondere die schnelle Kinetik der gesteigerten proinflammatorischen 

Genexpression hervorzuheben, die zeigt, dass sich bereits nach 60 Minuten 

signifikante Veränderungen ergeben, die bis zu fünf Tage andauerten. TNF-α wird 

im ZNS hauptsächlich von Mikrogliazellen, Astrozyten und Neuronen produziert 

und ist als regulatorisches Zytokin sowohl an der Entwicklung des ZNS, der 
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Homöostase, aber auch an pathologischen Prozessen beteiligt (Lieberman et al. 

1989; Liu et al. 1994; Hanisch 2002; Montgomery und Bowers 2012). Hinsichtlich 

der für die Multiplen Sklerose relevanten Aspekte hat TNF-α im ZNS einen 

vornehmlich schädigenden Effekt auf Oligodendrozyten, Myelin und Axone, fördert 

die Inflammation und Demyelinisierung und induziert Gliose über die Aktivierung 

und Stimulation von Astrozyten (Lim und Constantinescu 2010). Entsprechend 

lässt sich TNF-α im Liquor, sowie post mortem in MS-typischen Läsionen 

nachweisen und korreliert zudem mit der Schwere und dem Progress der 

Erkrankung (Hofman et al. 1989; Sharief und Hentges 1991). Als Folge einer 

gesteigerten Genexpression des TNF-α ließ sich auch eine entsprechend erhöhte 

TNF-α Proteinkonzentrationen im Zellüberstand von ENV-stimulierten 

Mikrogliazellen messen. IL-6 ist ein Zytokin, dass bereits im Jahre 1985 als Faktor 

der Differenzierung von B-Zellen zu antikörperproduzierenden Zellen identifiziert 

wurde (Hirano et al., 1985). Inzwischen ist bekannt, dass IL-6 in weitaus mehr 

Prozesse involviert ist, wie der Regeneration von Gewebe, Entzündungsprozesse, 

der Abwehr von Krankheitserregern und der Neurodegeneration. IL-6 kommt 

physiologisch in geringen Mengen im ZNS vor und aktiviert einen 

membrangebundenen Rezeptor, der im ZNS nur auf Mikrogliazellen vorkommt und 

spielt über die sogenannte klassische Aktivierung eine Rolle in der neuronalen 

Regeneration. Neurodegeneration induziert IL-6 über das sogenannte „trans-

signaling“. Dabei aktiviert ein zusätzlich vorkommender löslicher IL-6 Rezeptor 

nach einer Bindung an IL-6 das Glykoprotein gp130, das unter anderem auf 

Oligodendrozyten, Astrozyten und Endothelzellen vorkommt (Rothaug et al. 2016). 

Im Rahmen verschiedener neurologischer Erkrankungen wie Alzheimer, Morbus 

Parkinson und ebenfalls der Multiplen Sklerose ist eine deutlich erhöhte Sekretion 

von IL-6 bekannt (Krei et al. 1991; Maimone et al. 1997; Rothaug et al. 2016). Die 

erhöhten IL-6-Konzentrationen aktivieren über das trans signaling Mikrogliazellen 

und Astrozyten, die unter anderem durch die Produktion von reaktiven 

Sauerstoffspezies zur Demyelinisierung führen (Rothaug et al., 2016; West et al., 

2019). IL-1ß lässt sich sowohl im Liquor, im Blut, als auch in Läsionen von 

Patienten mit Multipler Sklerose nachweisen (Cannella und Raine 1995; Dujmovic 

et al. 2009; Burm et al. 2016), wobei aktuell über die Bedeutung dieses Zytokin bei 

der Pathogenese der Multiplen Sklerose wenig bekannt ist (Lin und Edelson 2017). 
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Dass es eine prinzipielle Rolle spielt, demonstrieren Studien, die zeigen, dass der 

IL-1ß Spiegel im Liquor und Blut von Patienten mit Multipler Sklerose mit dem 

Schweregrad und dem Krankheitsprogress korreliert (Jong et al. 2002; Rossi et al. 

2014). Während bereits eine ENV-induzierte gesteigerte Genexpression von 

proinflammatorischen Zytokinen in peripheren mononukleären Zellen des Blutes 

(Rolland et al. 2005) und in Oligodendrozyten-Vorläuferzellen (Kremer et al. 2013) 

nachgewiesen wurde, konnte nun erstmals auch eine ENV-induzierte gesteigerte 

Genexpression des proinflammatorischen Zytokin IL-1ß in primären 

Mikrogliazellen gezeigt werden. Zusätzlich zu der gesteigerten Genexpression der 

oben genannten Zytokine, steigerte die Stimulation mit ENV in Mikrogliazellen 

auch die Genexpression der induzierbaren NO-Synthase (iNOS), die die 

Umwandlung von L-Arginin und Sauerstoff zu L-Citrullin und NO katalysiert (Kwon 

et al. 1990). Die NO-Synthasen werden in drei Subtypen unterteilt: die neuronale 

NO-Synthase (nNOS), die endotheliale NO-Synthase (eNOS) und die induzierbare 

NO-Synthase (Ghasemi und Fatemi 2014; Xue et al. 2018). Im ZNS wird iNOS vor 

allem von Astrozyten und Mikrogliazellen insbesondere im Rahmen von 

Entzündungen, viralen Infektionen oder Traumata exprimiert (Galea et al., 1992; 

Calabrese et al., 2007). Auch proinflammatorische Zytokine können eine 

iNOS-Expression induzieren (Saha und Pahan 2006). Mittels Kolorimetrie zeigte 

sich der Trend zu erhöhten NO-Konzentration im Zellüberstand ENV-stimulierter 

Mikrogliazellen, die gezeigten Ergebnisse waren bei einer Gesamtheit von zwei 

Experimenten jedoch nicht signifikant. In nachfolgenden Untersuchungen unserer 

Arbeitsgruppe konnte letztendlich eine signifikante Konzentrationssteigerung von 

NO im Zellüberstand von Mikrogliazellen durch eine Stimulation mit ENV gezeigt 

werden (Kremer et al. 2019). NO wirkt im ZNS in niedrigen Konzentrationen als 

Neurotransmitter und -modulator. Wird es jedoch exzessiv gebildet und liegt in 

höheren Konzentrationen vor, kann es toxische Verbindungen bilden, die zur 

Familie der reaktiven Stickstoffspezies (reactive nitrogen species) gehören. So 

entsteht beispielsweise diffusionskontrolliert bei Vorhandensein größerer Mengen 

NO und Superoxid, einer reaktiven Sauerstoffspezies, das wesentlich reaktivere 

Peroxynitrit, welches wiederum mit der Aminosäure Tyrosin Nitrotyrosin bildet. Im 

erkrankten ZNS schädigen die reaktiven Stickstoffspezies Enzyme, die DNA, 

Membranen und Mitochondrien und führen zu einer Schädigung der Blut-Hirn-
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Schranke (Calabrese et al., 2007; Pacher et al., 2007; Ghasemi and Fatemi, 2014). 

In der Multiplen Sklerose finden sich in MS-typischen Läsionen, im Liquor und im 

Serum erhöhte Level der reaktiven Stickstoffspezies oder deren Abbauprodukte.  

 

 

4.1.3 ENV verändert die mikrogliale Morphologie und Migration 

Im gesunden Gehirn tasten Mikrogliazellen mit ihren langen, dünnen, radiären und 

beweglichen Zellfortsätzen die Umgebung ab. Die Mikrogliazellen sind dabei in 

verschiedenste physiologische Prozesse involviert, unter anderem in die 

Gehirnentwicklung und die neuronale Plastizität. Zusätzlich tasten Mikrogliazellen 

mit ihren Zellfortsätzen die Umgebung nach exogenen und endogenen Noxen ab 

und reagieren als Zellen des angeborenen Immunsystems auf pathologische Reize 

und ändern dabei ihren Aktivierungszustand (Orihuela et al. 2016; Ransohoff 2016; 

Dubbelaar et al. 2018; Li und Barres 2018). Im erkrankten Gehirn und in vitro im 

proinflammatorischen Aktivierungszustand ändern Mikrogliazellen ihre 

Morphologie hin zu einem vergrößerten, amöboiden Zellkörper und verringern, 

verkürzen und verbreitern ihre Zellfortsätze (Beynon und Walker 2012; Orihuela et 

al. 2016; Ransohoff 2016; Dubbelaar et al. 2018). Beschrieben wurde diese 

Anpassung der mikroglialen Morphologie beispielsweise unter dem Einfluss von 

LPS (Kloss et al. 2001; Lively und Schlichter 2013). Darüber hinaus konnte im 

Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass primäre Mikrogliazellen auch durch 

die Stimulation mit ENV eine amöboide, „M1“-typische Morphologie, entwickeln. 

Zeitlich entwickelten die Mikrogliazellen nach der Stimulation mit ENV zunächst 

einen eher länglich vergrößerten und später einen rundlich vergrößerten 

Zellkörper. Die Kontrollen zeigten einen deutlich kleineren Zellkörper und kleine, 

dünne Zellfortsätze, ähnlich der in der Literatur vorbeschriebenen Morphologie 

unter physiologischen Bedingungen. Die funktionelle Bedeutung dieser 

Veränderung der mikroglialen Morphologie im Rahmen einer 

proinflammatorischen Aktivierung ist jedoch weitestgehend ungeklärt (Dubbelaar 

et al., 2018). Ein weiterer Effekt von ENV zeigte sich bei der Analyse des 

mikroglialen Migrationsverhaltens, die ergab, dass ENV die Migration von 
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Mikrogliazellen hemmt. In der Literatur finden sich widersprüchliche Angaben, wie 

die Migrationsfähigkeit von Mikrogliazellen durch einen schädlichen Reiz 

beeinflusst wird. Dies scheint abhängig vom Zelltyp, dem auslösenden Stimulus 

und dem Alter der Mikrogliazellen zu sein (Lively und Schlichter 2013). Es wäre 

prinzipiell anzunehmen, dass Mikrogliazellen als Zellen des angeborenen 

Immunsystems in Folge eines schädlichen Reizes zum Ort der Schädigung 

migrieren, um dort agieren zu können. Dies wurde auch exemplarisch in einer in 

vivo Studie an Mäusen gezeigt, bei der Mikrogliazellen nach einem 

Gewebeschaden NO-abhängig eine amöboide Morphologie entwickelten und zum 

Ort des Schadensreizes wanderten (Dibaj et al. 2010; Lively und Schlichter 2013). 

Dementsprechend zeigten auch Xiao et al. in vitro an immortalisierten humanen 

Mikrogliazellen, dass eine ENV-Transfektion zu einer verstärkten Migration führte 

(Xiao et al. 2017). Andere Arbeitsgruppen zeigten jedoch in vitro eine verminderte 

mikrogliale Migration nach Stimulation mit LPS in primären neonatalen 

Mikrogliazellen der Ratte (Simone et al. 2010; Lively und Schlichter 2013) und bei 

adulten humanen Mikrogliazellen (Broderick et al. 2000).  



 
 

49 
 

 Zukünftige Studien, ENV im Kontext zur Multiplen 
Sklerose, ein therapeutischer Ansatz? 

Hinsichtlich der in dieser Arbeit beschriebenen proinflammatorischen Effekte von 

ENV auf Mikrogliazellen muss grundsätzlich angemerkt werden, dass die 

Ergebnisse in vitro in einer primären neonatalen Mikrogliazellkultur der Wistar-

Ratte generiert wurden. Mikrogliazellen passen ihren Phänotyp an ihre Umgebung 

an und so scheint bereits die Isolierung einer Mikrogliazellkultur ein potentieller 

Stimulus für eine Änderung ihres Phänotyps (Dubbelaar et al. 2018). Dies 

beeinträchtigt möglicherweise die Übertragbarkeit von in vitro Daten auf das „in 

vivo Paradigma“ der Multiplen Sklerose. Insgesamt müssen letztlich also die 

gezeigten Ergebnisse sowohl in vitro in humanen Mikrogliazellen, als auch in vivo 

reproduziert werden, um die ENV-induzierten Effekte auf Mikrogliazellen besser 

beurteilen zu können. Im Rahmen dieser Promotionsarbeit konnte gezeigt werden, 

dass die untersuchten primären Mikrogliazellen der Ratte den ENV-Rezeptor TLR4 

exprimieren und die TLR4-Genexpression durch die Stimulation mit ENV, 

mutmaßlich im Rahmen eines regulatorischen Feedbackmechanismus, 

supprimiert wird. Ob die proinflammatorischen Effekte von ENV auf Mikrogliazellen 

allein durch eine agonistische Wirkung dieses Liganden am TLR4 induziert 

werden, wie beispielsweise in Oligodendrozyten-Vorläuferzellen (Kremer et al. 

2013; Kremer et al. 2015) und peripheren mononukleäre Zellen des Blutes 

(Rolland et al. 2006) wurde in dieser Studie nicht untersucht. Um dies näher zu 

untersuchen, wären beispielsweise Experimente denkbar, die die Effekte des ENV 

an Mikrogliazellen untersuchen, die aus TLR4 knock-out Tieren stammen oder 

deren TLR4 pharmakologisch blockiert wird. ENV induziert in primären neonatalen 

Mikrogliazellen der Wistar-Ratte die Produktion proinflammatorischer Zytokine und 

Moleküle und führt zu einem amöboiden Phänotyp, der ebenfalls typisch für eine 

proinflammatorische Aktivierung dieser Zellen ist. In Anbetracht der Tatsache, 

dass ENV als möglicher pathogener, proinflammatorischer Faktor auf 

Mikrogliazellen im Rahmen der Multiplen Sklerose wirkt, ist als nächster Schritt 

erforderlich diese Erkenntnisse auf humane Mikrogliazellen zu übertragen. Hier 

bietet sich eine Gewinnung von Mikrogliazellen aus adultem oder fötalem post 
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mortem Gewebe, chirurgischen Resektaten, beispielsweise im Rahmen von 

Epilepsiechirurgie, oder die Nutzung immortalisierter Zelllinien an (Durafourt et al. 

2013; Mizee et al. 2017; Lue et al. 2019). Limitiert durch Verfügbarkeit, 

Heterogenität, oder Beeinflussung des Phänotyps durch äußere Gegebenheiten, 

wie die Verzögerung und Lokalisation der Gewebeentnahme, Alter und 

Vorerkrankungen, hat jedoch jedes der genannten Modelle spezifische 

Einschränkungen (Mizee et al. 2017; Lue et al. 2019). Zusätzlich stellt sich die 

Frage nach einer Beeinflussung der nachgewiesenen Effekte des ENV auf den 

Phänotyp der Mikrogliazellen durch die Interaktion mit anderen residenten 

Zelltypen des ZNS, aber auch durch Zellen, die bei der Multiplen Sklerose über die 

gestörte Blut-Hirn-Schranke in das ZNS migrieren. Zurückkommend auf die initiale 

Beobachtung, dass in post mortem Analysen ENV-positive Mikrogliazellen 

myelinisierte Axone umhüllen, erscheinen insbesondere Studien mit 

Kokultursystemen mit der Frage nach Demyelinisierung und Neurodegeneration 

von Interesse. In Studien unserer Arbeitsgruppe die auf dieses 

Promotionsvorhaben folgten, wurden sowohl die Ergebnisse einer Induktion eines 

proinflammatorischen Phänotyps in vitro auf humane Mikrogliazellen übertragen, 

als auch in einem Kokultursystem eine ENV induzierte Assoziation von 

Mikrogliazellen zu myelinisierten Axonen gezeigt, die mit einer axonalen 

Schädigung korreliert (Kremer et al., 2019). Die proinflammatorischen Effekte des 

ENV auf verschiedene Zelltypen, wie Oligodendrozyten-Vorläuferzellen und 

Mikrogliazellen (Kremer et al. 2013; Kremer et al. 2015) legen nahe, dass dieses 

virale Hüllprotein des pathogenen humanen endogenen Retrovirus Typ W 

möglicherweise in der Pathogenese und insbesondere der Neurodegeneration in 

progressiven Verlaufsformen der Multiplen Sklerose eine entscheidende Rolle 

spielen könnte. Damit stellt es einen potenziellen Angriffspunkt in der Therapie der 

Multiplen Sklerose dar. Temelimab/GNbAC1 ist ein rekombinanter humanisierter 

monoklonaler Antikörper des Immunglobulin-G4 Subtyps, der selektiv und mit 

hoher Affinität an ENV bindet und es neutralisiert. Präklinische Studien zu 

Temlimab zeigten eine hemmende Wirkung auf durch ENV vermittelte Prozesse, 

beispielsweise bei ENV induzierter EAE und in in vitro Zellmodellen (Rolland et al. 

2006; Curtin et al. 2012; Kremer et al. 2015). In einer randomisierten kontrollierten 

klinischen Phase I Studie an 33 gesunden Probanden, die einmalig 
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Temelimab/Placebo intravenös erhielten, konnte eine gute Verträglichkeit des 

GNbAC1, sowie eine dosislineare Pharmakokinetik nachgewiesen werden (Curtin 

et al. 2012). Anschließend erfolgte eine randomisierte kontrollierte Phase IIa Studie 

mit 10 Multiple Sklerose Patienten. Nach wiederholten Gaben von Temelimab im 

Abstand von 4 Wochen zeigte sich ebenfalls eine gute Verträglichkeit, keine 

Anzeichen einer Induktion von Immunogenität, sowie eine dosislineare 

Pharmakokinetik mit einer Halbwertszeit von 27 - 37 Tagen (Derfuss et al. 2015a, 

2015b). In einer doppelblinden, placebokontrollierten Phase IIb Studie (CHANGE-

MS und ANGEL-MS), die 270 Patienten mit einer schubförmig remittierenden 

Multiplen Sklerose einschloss, wurde weiterhin eine gute Verträglichkeit von 

Temelimab in den Dosierungen 6 mg/kg, 12 mg/kg und 18 mg/kg gezeigt. Eine 

Therapie mit 18 mg/kg Temelimab wies verglichen zum Kontrollarm nach 48 

Wochen einen neuroprotektiven Effekt nach mit signifikant weniger neuen 

T1-hypointensen Läsionen und einer signifikanten Reduktion der Atrophie des 

Thalamus und Kortex. Ein signifikanter Effekt auf das gesamte Hirnvolumen konnte 

jedoch nicht gezeigt werden. Ebenso zeigte sich eine nicht-signifikante 

verminderte Abnahme des Magnetisierungstransfer Ratio, einem Marker für 

Neurodegeneration (Hartung et al. 2021). Da die bisherige Studienlage darauf 

hinweist, dass das pHERV ENV überwiegend an neurodegenertiven Prozessen im 

späteren Krankheitsverlauf der Multiplen Sklerose beteiligt ist, erscheinen weitere 

Studien mit Patienten sinnvoll, die an progredienten Verlaufsformen der Multiplen 

Sklerose erkrankt sind. 

  



 
 

52 
 

 Schlussfolgerung 

Die Ergebnisse dieses Promotionsvorhabens zeigen in vitro eine ENV-induzierte 

proinflammatorische Veränderung des Phänotyps primärer neonataler 

Mikrogliazellen von Wistar-Ratten anhand molekularer und funktionaler 

Charakteristika. In vitro steigert ENV in den untersuchten Mikrogliazellen die 

Genexpression proinflammatorischer Zytokine, führt zu einer veränderten 

Zellmorphologie und insbesondere zu einer erhöhten Konzentrationen von TNF-α 

und NO im Zellüberstand, welche bekannte Mediatoren axonaler Schädigung und 

Demyelinisierung bei Multipler Sklerose sind (Smith und Lassmann 2002; 

Montgomery und Bowers 2012). Der durch ENV induzierte proinflammatorische 

mikrogliale Phänotyp könnte somit unter anderem an Neurodegenration, wie sie 

insbesondere bei progressiven Verlaufsformen der Multiplen Sklerose beobachtet 

werden, mitverantwortlich sein. Die Übertragbarkeit der gezeigten Ergebnisse auf 

humane adulte Mikrogliazellen und insbesondere auf das komplexe 

Zusammenspiel verschiedenster Zellen und Mediatoren im Rahmen 

pathologischer Prozesse der Multiplen Sklerose erscheint jedoch durch die 

Komplexität und Variabilität der mikroglialen Aktivierungszustände, beeinflusst 

durch verschiedenste Einflüsse, schwierig und bedarf weiterführender Studien. Die 

Bedeutung des ENV im Krankheitsprozess der Multiplen Sklerose erscheint jedoch 

gestützt durch epidemiologische Studien und durch die klinischen 

Studienergebnisse des ENV-neutralisierenden Antikörpers Temelimab weiter 

untermauert. 
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