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ZUSAMMENFASSUNG

Das Glioblastom ist der haufigste primare maligne Tumor des zentralen Nervensystems
(ZNS) des Erwachsenen und hat als ZNS-WHO Grad 4 Tumor trotz multimodaler Therapie
eine schlechte Prognose. Die genaue Atiologie ist bislang unzureichend geklart.
Mafgeblich fur die Glioblastom-Homdostase ist die Interaktion zwischen Tumorzellen und
der Tumormikroumgebung (TME). Neben der extrazellularen Matrix, Fibroblasten,
Wachstumsfaktoren und Chemokinen bilden Mikrogliazellen und Makrophagen einen
grolien Teil der TME und schaffen insgesamt eine tumorférdernde Umgebung. In den
letzten Jahren nahmen die Erkenntnisse Uber den Einfluss von humanen endogenen
Retroviren (HERVs) auf die Pathogenese verschiedener Autoimmun- und
Tumorerkrankungen zu. Insbesondere dem Hiullprotein der HERV-Familie W (HERV-W
ENV) werden pathogene Eigenschaften zugesprochen, die bisher vor allem mit der
Entstehung und dem Fortschreiten der Multiplen Sklerose assoziiert zu sein scheinen. Im
Vorfeld dieses Dissertationsprojektes durchgefiihrte histochemische Analysen konnten
HERV-W ENV Protein im Vergleich zu gesundem Hirngewebe vermehrt in Gliomen und im
Speziellen in Mikrogliazellen der TME nachweisen. Ziel dieser Arbeit war es, zu
untersuchen, ob und inwieweit Glioblastomzellen der humanen Zelllinie A-172 durch das
HERV-W ENV Protein direkt oder indirekt Gber Mikrogliazellen in ihrer Genexpression und
ihren zellularen Funktionen moduliert werden kénnen. Die in dieser Dissertation
vorgestellten Ergebnisse zeigen, dass die direkte Exposition zum HERV-W ENV Protein
keinen wesentlichen Einfluss auf die Genexpression der Glioblastomzellen austibt. Der
direkte und indirekte Kontakt der Glioblastomzellen zu Mikrogliazellen unter Exposition zum
HERV-W ENV Protein fuhrt bemerkenswerterweise zu einer erhdhten Expression von
Genen, assoziiert mit Inflammation, Invasivitat und TME-Modulation. Weiterhin zeigt sich
eine HERV-W ENV Protein vermittelte erhéhte Proliferationsrate in Glioblastomzellen in
indirektem Mikrogliakontakt. Zusammengefasst weisen die Ergebnisse darauf hin, dass das
HERV-W ENV Protein vermittelt Gber Mikrogliazellen protumorale modulierende Effekte auf
die Glioblastom-Homdostase auszuliben scheint und exponiert die TME und im Speziellen
Mikrogliazellen als mogliche, vielversprechende Therapieziele fir die weitere
pharmakotherapeutische Entwicklung bei bisher unzureichenden Therapieoptionen des

Glioblastoms.



ABSTRACT

Glioblastoma is the most common primary malignant tumour of the central nervous system
(CNS) in adults and has a poor prognosis despite multimodal therapy. The exact aetiology
has not yet been sufficiently clarified. The interaction between tumour cells and the tumour
microenvironment (TME) is essential for maintaining glioblastoma homeostasis. In addition
to the extracellular matrix, fibroblasts, growth factors and chemokines, microglial cells and
macrophages form a large part of the TME and create an overall tumour-promoting
environment. In recent years, there has been an increasing understanding of the influence
of human endogenous retroviruses (HERVs) on the pathogenesis of various autoimmune
and tumour diseases. In particular, the envelope protein of the HERV family W (HERV-W
ENV) has been recognised as having pathogenic properties, which to date appear to be
associated primarily with the development and progression of multiple sclerosis.
Histochemical analyses carried out prior to this dissertation project showed that HERV-W
ENV protein was, in comparison to healthy brain tissue, increasingly detected in gliomas
and in particular in microglial cells of TME. The aim of this thesis was to investigate whether
and to what extent glioblastoma cells of the human cell line A-172 can be modulated by the
HERV-W ENV protein directly or indirectly via the microglial cells as components of the
TME. The results presented in this dissertation indicate that direct exposure to HERV-W
ENV protein has no significant effect on the gene expression of glioblastoma cells.
Remarkably, direct and indirect contact of glioblastoma cells to microglial cells exposed to
HERV-W ENV protein result in increased expression of genes associated with
inflammation, invasiveness and TME modulation. Furthermore, HERV-W ENV protein
mediates an increased proliferation rate in glioblastoma cells in indirect microglial contact.
In summary, the results indicate that HERV-W ENV protein mediated via microglial cells
appears to exert protumoral modulating effects on glioblastoma homeostasis and exposes
the TME and in particular microglial cells as potential promising therapeutic targets for
further pharmacotherapeutic development in the face of insufficient treatment options for

glioblastoma.
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1 EINLEITUNG

1.1 Grundlagen der allgemeinen Tumorpathogenese

Der Begriff Tumor (lat. tumor = Schwellung) beschreibt im Allgemeinen jegliche abnorme
Gewebevermehrung, unabhangig von der Ursache. Im engeren Sinne ist mit dem Begriff
Tumor die Neubildung von koérpereigenem Gewebe durch autonomes Zellwachstum
gemeint, auch als Neoplasie (lat. neoplasia = Neubildung) definiert (Wagener, 2022).
Grundséatzlich werden benigne von malignen Tumoren unterschieden. Die Entstehung von
malignen Tumoren (lat. carcinoma = Krebs), auch Karzinogenese genannt, ist ein
Mehrschrittprozess und beruht hauptsachlich auf einer Serie von somatischen Mutationen
unterschiedlicher Gene. Daneben spielen die genetische Pradisposition des Individuums
und epigenetische Veranderungen eine bedeutende Rolle (Hahn and Weinberg, 2002,
Rassow J, 2022). Maligne Tumorzellen sind durch bestimmte Eigenschaften charakterisiert
und unterscheiden sich in vielen Punkten von nicht-entarteten Zellen. Hanahan und
Weinberg haben diese Eigenschaften erstmals im Jahr 2000 als ,Hallmarks of cancer*
zusammengefasst: a) ,Eigenstandigkeit in der Vermittlung von Wachstumssignalen®, b)
,Unempfindlichkeit gegenlber antiproliferativen Signalen®, c) ,Umgehung der Apoptose®, d)
.,Gewebsinvasion und Metastasierung®, e) ,unbegrenztes Replikationspotenzial“ und f)
,nachhaltige Angiogenese“ (Hanahan and Weinberg, 2000). Krebszellen sind in der Lage
unkontrolliert und unabhangig von Wachstumsfaktoren zu proliferieren, indem sie eigene
Wachstumssignale produzieren oder Wachstumsrezeptoren Uberexprimieren (Chigira et
al., 1990). Weiterhin sind maligne Tumorzellen unempfindlich gegenuber antiproliferativen
und apoptotischen Signalen, sodass sie die Regeln und Kontrollmechanismen des
Zellzyklus umgehen (Hanahan and Weinberg, 2000). Dabei spielt unter anderem die
somatische Mutation des Tumorsuppressors p53 eine zentrale Rolle (Harris, 1996, Olivier
et al.,, 2010, Hu et al., 2021). Des Weiteren sind Krebszellen in der Lage eine unbegrenzte
Anzahl von Replikationen durchzufihren, wobei das Enzym Telomerase von grolder
Bedeutung ist (Gomez et al., 2012, Bryan and Cech, 1999, Hanahan and Weinberg, 2011).
In der Funktion als Reverse-Transkriptase verlangert die Telomerase die Telomere an den
Chromosomenenden und verhindert so eine zelluldare Seneszenz. In ca. 80-90% der
Glioblastome konnte eine Mutation im Telomerase-Reverse-Transkriptase (TERT) Gen
beobachtet werden, welche zur Re-Aktivierung der Telomerase flhrt (Arita et al., 2016, Di
Nunno et al., 2023). Eine weitere wichtige Eigenschaft ist die Angiogenese, die vor allem
durch vascular endothelilal growth factor (VEGF) gesteuert wird. VEGF wird bereits in

einem frlhen Tumorstadium durch verschiedene Faktoren hochreguliert, einschlieflich
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Aktivierung von Onkogenen, Ausschittung von Wachstumsfaktoren und Hypoxie. Es
kommt zur Kapillaraussprossung mit Bildung neuer Gefal3e und zum angiogenen Switch,
wodurch der Tumor im Verlauf exponentiell wachsen kann (Carmeliet, 2005). Die durch
VEGF-Stimulation entstandenen Blutgefalle sind allerdings durch strukturelle und
funktionale Abnormalitdten gekennzeichnet, wie gewundene Gefallverlaufe, blinde
Gefallenden, erhohte Permeabilitit und Hamorrhagie. Dies fuhrt im Verlauf zu
hypoxischem Tumorgewebe, welches dann erneut die VEGF-Expression stimuliert und die
Angiogenese aufrechterhalt (Bergers and Benjamin, 2003, Carmeliet, 2005). Maligne
Tumorzellen besitzen die Fahigkeit zu invasivem Wachstum und Metastasierung Uber das
Blut- und Lymphsystem. Dazu werden Zelladhasionsmolekile wie E-Cadherin inaktiviert
und Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) aktiviert, welche zum Abbau der extrazellularen
Matrix (EZM) beitragen (Hanahan and Weinberg, 2000, Cavallaro and Christofori, 2004).
Zwei weitere Eigenschaften, die in der Tumorforschung in den letzten Jahren einen immer
bedeutenderen Stellenwert einnehmen, sind erstens die ,Anpassung des zelluldren
Stoffwechsels® und zweitens die ,Umgehung des Immunsystems” (Hanahan and Weinberg,
2011, Hanahan, 2022). Bereits 1930 wurde beobachtet, dass Tumorzellen auch unter
oxidativen Bedingungen hauptsachlich Energie durch Glykolyse gewinnen (Warburg,
1930). Die auch ,Warburg-Effekt“ genannte aerobe Glykolyse férdert Tumorwachstum und
Tumorprogression. Studien konnten zeigen, dass Onkogene und Tumorsuppressorgene
am Switch zur Glykolyse beteiligt sind; die genauen Mechanismen bleiben allerdings noch
ungeklart (DeBerardinis et al., 2008, Jones and Thompson, 2009). Die Rolle des
Immunsystems in der Tumorpathogenese lasst sich als komplex und dynamisch
zusammenfassen. In einer ersten Phase sind Immunzellen der unspezifischen und
spezifischen Immunabwehr, vor allem natlrliche Killerzellen, noch in der Lage, Tumorzellen
zu eliminieren. Im Verlauf der Tumorprogression entstehen Tumorzellen, welche resistent
gegenluber den verschiedenen Immunzellen sind. Diese Phase von herabgesetzter
Immunogenitat wird auch als Gleichgewichtsphase beschrieben (Kim et al., 2007). Die
Tumorprogression flhrt Gber verschiedene Mechanismen, die bis heute nicht abschlielRend
identifiziert werden konnten, zur Umgehung des Immunsystems und immunologischer
Ignoranz (Hanahan and Weinberg, 2011). Es kommt etwa zur Herabregulation von
Tumorantigenen oder zur Sekretion von Faktoren, welche eine immunsuppressive
Umgebung fordern, wie beispielsweise Interleukin 10 (IL10), Transforming growth factor
beta (TGFB) oder Prostaglandin E2 (Kim et al., 2007, Vesely et al., 2011, Gubin and Vesely,
2022).



1.2 Tumore des Zentralen Nervensystems: Epidemiologie und

Klassifikation

Tumore des zentralen Nervensystems (ZNS) bilden eine heterogene Gruppe, die sowohl
gutartige (z.B. Meningeome) als auch bdsartige ZNS-Tumore (z.B. Glioblastome oder ZNS-
Metastasen) umfasst. 95 % der ZNS-Tumoren sind im Gehirn lokalisiert (Ronckers et al.,
2023). Im Folgenden wird der Fokus auf primare maligne Gehirntumore gelegt. Mit ca.
1,5 % aller Krebsneuerkrankungen im Erwachsenenalter in Deutschland gehdren diese zu
den selteneren Krebserkrankungen. Im Jahr 2020 lag die standardisierte
Neuerkrankungsrate in Deutschland bei 5,5/100.000 Einwohnerinnen fur Frauen und
7,5/100.000 Einwohnern fur Manner (Ronckers et al., 2023). Eine durchschnittliche
Mortalitdtsrate  von  4,41/100.000 Einwohner*innen und eine relative 5-
Jahresiberlebensrate von 35,7 % verdeutlichen die insgesamt unglnstige Prognose der
primar malignen Gehirntumore und die damit verbundene hohe klinische Bedeutung
(Ostrom et al., 2022).

Hirntumore werden anhand der ,Weltgesundheitsorganisation (WHO)-Klassifikation der
Tumoren des zentralen Nervensystems® eingeteilt. Die im Jahr 2021 herausgegebene 5.
Auflage setzt einen Fokus auf molekulare Biomarker und versucht, diese mit bestehenden
histopathologischen Kriterien zu vereinen. Eine wichtige Neuerung bei der ZNS-WHO-
Gradierung ist das Prinzip, innerhalb eines bestimmten Tumortyps zu gradieren, sowie die
Berlcksichtigung von molekulargenetischen Faktoren (Louis et al., 2021). Zuvor hatte jeder
klassifizierte Tumor seinen zugehoérigen WHO-Grad, welcher ausschlieBlich auf
histologischen Kriterien beruhte (Louis et al., 2016). Die Klassifikation umfasst insgesamt
uber 100 Tumortypen, wobei im Folgenden die Einteilung der diffusen Gliome naher
beschrieben wird. Es wird zwischen den haufigen diffusen Gliomen des Erwachsenenalters
und den deutlich selteneren des Kindesalters unterschieden. Die diffusen Gliome vom
adulten Typ umfassen drei relevante Tumortypen, die vor allem anhand von molekularen
Markern wie dem Mutationsstatus der Isocitratdehydrogenase (IDH), der 1p/19g-Kodeletion
oder der ATRX-Mutation (alpha thalassemia/mental retardation syndrome, nondeletion
type, X-linked) voneinander abgegrenzt werden: (1) Astrozytom, IDH-mutiert mit ATRX-
Verlust (ZNS-WHO Grad 2, 3 oder 4), (2) Oligodendrogliom, IDH-mutiert und 1p/19g-
kodeletiert (ZNS-WHO Grad 2 oder 3) und (3) Glioblastom, IDH-Wildtyp (ZNS-WHO Grad
4) (Louis et al., 2021). Somit ist das Glioblastom der einzige Tumortyp unter den adulten
diffusen Gliomen ohne IDH-Mutation. Die WHO-Gradierung beim Astrozytom und
Oligodendrogliom beruht weiterhin auf histologischen Kriterien, wie z.B. der mitotischen

Aktivitat, Gefaproliferationen oder Nekrosen. Diffuse IDH-Wildtyp Astrozytome werden



jetzt unabhangig von den histologischen Merkmalen als Glioblastom, IDH-Wildtyp (ZNS-
WHO Grad 4) klassifiziert, wenn bestimmte molekulare Veranderungen vorliegen (Weller
et al., 2022). Dabei ist der Nachweis einer oder mehrerer folgender Mutationen relevant:
eine Amplifikation des epidermalen Wachstumsfaktorrezeptor-Gens (EGFR), eine Mutation
des TERT-Promotors und/oder eine +7/-10-Kopienzahl-Veranderung (Stichel et al., 2018,
Weller et al., 2021, Weller et al., 2022).

1.3 Glioblastom IDH-Wildtyp

Das Glioblastom IDH-Wildtyp (ZNS-WHO Grad 4) gehért zur Gruppe der diffusen Gliome
des Erwachsenenalters und hat trotz umfassender Therapie eine besonders schlechte
Prognose (Grochans et al., 2022). Auch wenn es in der Glioblastom-Pathogenese auf
molekularer Ebene in den letzten Jahren viele neue Erkenntnisse gab, mangelt es bis heute
an wirksamen Therapieoptionen und das Glioblastom bleibt weiterhin eine unheilbare
Erkrankung (Melhem et al., 2022).

1.3.1 Epidemiologie und Risikofaktoren

Das Glioblastom ist der haufigste primare maligne ZNS-Tumor und macht ca. die Halfte
aller bésartigen Tumortypen im ZNS aus (Wen et al., 2020, Ostrom et al., 2022, Price et al.,
2025). Die Inzidenz liegt bei ca. 3 Fallen pro 100.000 Personen pro Jahr (Miller et al., 2021).
Mit einem medianen Gesamtuberleben von ca. 15 Monaten gehdrt das Glioblastom zu einer
der aggressivsten Krebserkrankungen (Stupp et al., 2005, Cioffi et al., 2022). Die 5-
Jahresiberlebensrate liegt bei 6,9% (Ostrom et al., 2022). Das Glioblastom kommt 1,6-fach
haufiger bei Mannern vor und die Inzidenz steigt mit dem Alter mit Héchstwerten zwischen
75 und 84 Jahren (Ostrom et al., 2022). Die Atiologie des Glioblastoms ist noch weitgehend
unbekannt. Die Schadelbestrahlung, insbesondere im Rahmen einer Krebserkrankung in
der Kindheit, gilt als einziger verlasslicher Risikofaktor (Bowers et al., 2013). Weitere
Studien zeigen keinen signifikanten Zusammenhang zwischen der Entstehung des
Glioblastoms und Faktoren wie der Exposition gegeniuber Medikamenten, Pestiziden und
Luftverschmutzung sowie dem Rauchen (Vienne-Jumeau et al., 2019, Grochans et al.,
2022).

1.3.2 Pathogenese: histologische und molekulare Merkmale

Histopathologisch gehort das Glioblastom zu den neuroepithelialen Tumoren, genauer zu
den Astrozytomen, welche die grofte Gruppe aller Hirntumoren im Erwachsenenalter

darstellen (Kellner et al., 2019). Morphologisch ist das Glioblastom besonders durch die
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Entwicklung ausgedehnter Nekrosen sowie die Neubildung pathologischer Gefalle mit
Endothelproliferationen charakterisiert. Zudem besteht eine ausgepragte Polymorphie und

Heterogenitat der Tumorzellen (Paulus, 2002).

Der Stellenwert molekularer Zellveranderungen nimmt in der Diagnostik und
Charakterisierung von Glioblastomen weiter zu (Montemurro, 2020). Neben den drei
molekularen Markern EGFR-Amplifikation, TERT-Promotor-Mutation und +7/-10-
Kopienzahl-Veranderung (Louis et al., 2021), gibt es verschiedene Ansatze, auf
molekularer Ebene Glioblastom-Subtypen zu charakterisieren. Dies hat das Ziel, bessere
Aussagen Uber die Prognose treffen und individuelle Therapieformen etablieren zu kénnen.
Das Glioblastom wurde als erste Krebserkrankung im Jahr 2008 von dem Netzwerk The
Cancer Genome Atlas (TCGA) analysiert, indem genetische und epigenetische
Veranderungen von insgesamt 206 Glioblastomen dargestellt worden sind (TCGA, 2008).
Darauf basierend haben Verhaak et al. eine Differenzierung des Glioblastoms in vier
Subtypen 1) klassisch, II) mesenchymal, Ill) proneural und IV) neural anhand dort
beschriebener molekularer Marker (TCGA, 2008) vorgenommen (Verhaak et al., 2010). Der
klassische Subtyp ist durch ein hohes Level an EGFR-Amplifikationen gekennzeichnet.
Wahrend der mesenchymale Subtyp Neurofibromin 1- und Phosphatase and tensin
homolog-Mutationen aufzeigt, ist der proneurale Typ mit Platelet derived growth factor
receptor alpha- und TP53-Mutationen assoziiert (Verhaak et al., 2010). Der neurale Subtyp
ist durch die Expression vieler unspezifischer molekularer Marker sowie eine hohe
Uberschneidung mit gesundem neuralen Gewebe gekennzeichnet und daher in einigen
Studien nicht mehr mit aufgenommen (Brennan et al., 2013, Wang et al., 2017). Bisher
konnte allerdings kein Zusammenhang zwischen den einzelnen Subtypen und dem
Gesamt-Uberleben oder Therapieansprechen gezeigt werden, sodass der klinische Nutzen
dieser Einteilung aktuell noch unklar bleibt (Wen et al., 2020, Jankowska et al., 2021). Die
genetische Sequenzierung der Tumorentitdt und die Forschung nach aussagekraftigen
molekularen Biomarkern sind bis heute nicht abgeschlossen (Herrera-Oropeza et al., 2021,
Verdugo et al., 2022). Denn das Glioblastom ist nicht nur histologisch, sondern auch
genetisch von starker Heterogenitdt gekennzeichnet. Die inter- und intratumorale
Heterogenitat fuhrt zu einer hohen Komplexitat bezogen auf die molekulargenetische
Diagnostik und stellt hohe Anspriiche an die Etablierung zielgerichteter Therapien
(Sottoriva et al., 2013, Aubry et al., 2015).

1.3.3 Klinische Aspekte und Therapiemadglichkeiten

Klinische Symptome wie neuaufgetretene generalisierte oder fokale Krampfanfalle,
Personlichkeitsveranderungen, fokale neurologische Ausfalle sowie Kopfschmerzen und
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Ubelkeit geben erste Hinweise auf das Vorhandensein eines Gehirntumors (Wick et al.,
2021). Diagnostische Methode der Wahl bei Verdacht auf einen Hirntumor ist die
Magnetresonanztomographie (MRT) des Schadels unter Verwendung eines
gadoliniumhaltigen Kontrastmittels. Dabei fallen Glioblastome durch ein bestimmtes
Kontrastmittel-anreicherndes Verhalten auf (Nelson and Cha, 2003). Typischerweise
kommt es zu einer girlandenformigen Kontrastmittelaufnahme mit zentraler Nekrose.
Differentialdiagnostisch missen bildmorphologisch Hirnmetastasen oder Hirnabszesse in
Betracht gezogen werden (Young, 2007, Aparici-Robles et al., 2022). Glioblastome sind in
ca. 70% supratentoriell und dabei am haufigsten im Frontallappen lokalisiert (Grochans et
al., 2022).

Die Standardtherapie von Glioblastomen besteht aus einem multimodalen Therapieansatz
mit operativer Resektion, gefolgt von Bestrahlung der erweiterten Tumorregion und
begleitender sowie adjuvanter Chemotherapie mit dem Alkylanz Temozolomid (TMZ)
(Stupp et al., 2005, McMahon et al., 2022, Wick et al., 2021). Da die Klassifizierung des
Glioblastoms vor allem aufgrund der Expression spezifischer molekularer Marker
vorgenommen wird, hat die Operation mit Gewebebiopsie neben dem therapeutischen
auch einen entscheidenden diagnostischen Zweck. Das diffus infiltrative und aggressive
Wachstum des Tumors ins umliegende Hirngewebe macht eine vollstandige Resektion
nahezu unmdglich. Da das Ausmald der Resektion aber entscheidend zur Prognose
beitragt, hat sich ein intraoperativer Gebrauch von 5-Aminolavulinsdure (5-ALA)
Fluoreszenz etabliert. Das oral verabreichte 5-ALA wird in den Kkorpereigenen
Mitochondrien zu Protoporphyrin IX umgewandelt. Aufgrund eines Enzymdefektes
akkumuliert Protoporphyrin IX in den Tumorzellen, sodass diese durch ein spezielles
Lichtsignal rot fluoreszieren (Stummer et al., 2006). Es konnte gezeigt werden, dass der
Einsatz von 5-ALA zu einem gesteigerten Gesamt- und progressionsfreien Uberleben fihrt
(Eatz et al., 2022). Eine weitere Mdglichkeit das Resektionsausmal’ zu optimieren sind
intraoperative MRT-Bilder (Senft et al., 2011). Auch wenn das Ausmal} der Resektion ein
wichtiger prognostischer Faktor ist, so gilt es, das Auftreten neuer permanenter
neurologischer Defizite durch die Operation unbedingt zu vermeiden (Weller et al., 2021).
Die Bestrahlung des Resttumors und der Resektionshéhle, die 3-5 Wochen nach der
Operation beginnen sollte (Press et al., 2020), ist indiziert bei Patient*innen < 70 Jahren
und guter koérperlicher Verfassung (Karnofsky-Index > 70%) mit einer Gesamtdosis von 54-
60 Gray (Gy) in taglichen Fraktionen von 1,8-2 Gy Uber 6 Wochen (Weller et al., 2021).
Begleitend zur Bestrahlung wird eine Chemotherapie mit TMZ (75 mg/m? taglich)
durchgeflhrt, gefolgt von 6 Zyklen adjuvantem TMZ (150-200 mg/m?, an 5 von 28 Tagen)
als Erhaltungstherapie (Stupp et al., 2005, Weller et al., 2021, Wick et al., 2021). Das
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Ansprechen auf TMZ hangt stark von dem Methylierungsstatus des Promotors vom O6-
Methylguanine-DNA-Methyltransferase-Gen  (MGMT), welches fir ein  DNA-
Reparaturenzym kodiert, ab. Bei Patient*innen mit MGMT-methylierten Tumoren konnte
eine signifikante Erhdhung des mittleren Gesamtiberlebens von 15,3 Monaten (95% KI
13,0 - 20,9) bei alleiniger Radiotherapie auf 23,4 Monate (95% Kl 18,6 — 32,8) bei
kombinierter Radiochemotherapie festgestellt werden (Stupp et al., 2009). Altere
Patient*innen >70 Jahren, bei denen aufgrund der korperlichen Verfassung die kombinierte
Bestrahlung-TMZ-Therapie keine Option ist, werden je nach MGMT-Promotor-
Methylierungsstatus entweder mit hypofraktionierter Bestrahlung (40 Gy) oder mit TMZ
alleine behandelt (Weller et al., 2021). Weiterhin kann eine Therapie mit elektrischen
Wechselfeldern nach einer erfolgreichen Radiochemotherapie angeschlossen werden
(Stupp et al.,, 2017). Nicht zu vernachlassigen ist die symptomatische und supportive
Therapie. Dabei spielen sowohl eine psychoonkologische Betreuung und eine frihe
Einbindung eines Palliativ-Teams als auch eine medikamentése Therapie z.B. mit
Antikonvulsiva bei Krampfanfallen eine grof3e Rolle (Sizoo et al., 2010, Tan et al., 2020).
Im Bereich der zielgerichteten Krebstherapien wird Bevacizumab, ein VEGF-Inhibitor, in der
Behandlung von Rezidiv-Glioblastomen in den USA, Kanada oder der Schweiz eingesetzt
(Food and Drug Administration (FDA)-Zulassung) (Diaz et al., 2017, Kreisl et al., 2009). In
der Europaischen Union ist Bevacizumab aufgrund der unzureichenden Datenlage aktuell
jedoch nicht zugelassen (Weller et al., 2021, Wick et al., 2021). Im Bereich der
Immuntherapie gibt es verschiedene Ansatze, von Impfungen und dem Einsatz von
Immuncheckpoint-Inhibitoren tber CAR-T-Zellen bis zu onkolytischen Viren, die bisher aber
noch keine Vorteile gegeniber der Standardtherapie zeigen oder sich noch in frihen
Studienphasen befinden (Tan et al., 2020, McMahon et al., 2022, Agosti et al., 2023). Ein
Grund fur das Nicht-Ansprechen dieser Methoden konnte eine allgemein geringe
Immunogenitat der Glioblastomzellen sowie eine immunsuppressive

Tumormikroumgebung (TME) sein (Pearson et al., 2020).

1.4 Tumormikroumgebung: Glioblastom-Mikroglia-Crosstalk

Neben der histologischen und genetischen Heterogenitat sind Glioblastome durch eine sich
standig verandernde Mikroumgebung gekennzeichnet (Quail and Joyce, 2013). Diese
heterogene TME hat einen erheblichen Einfluss auf die Glioblastom-Homdostase und
fordert die Tumorprogression (Hambardzumyan et al., 2016). Die TME besteht neben den
Tumorzellen und der extrazelluldren Matrix aus verschiedenen nicht-neoplastischen
Zelltypen, wie Fibroblasten, Perizyten, Endothelzellen und Immunzellen. Dabei spielen im

Speziellen Tumorassoziierte Makrophagen und Mikroglia (TAMs) eine grof3e Rolle (Quail
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and Joyce, 2017). TAMs bestehen sowohl aus ZNS-standigen Mikroglia als auch aus bone
marrow-derived macrophages (BMDMs) und bilden bezogen auf Ursprung und Funktion
eine heterogene Gruppe (Buonfiglioli and Hambardzumyan, 2021). TAMs machen 30-40%
der Tumormasse von Glioblastomen aus (Charles et al., 2012). Verschiedene Studien
konnten sowohl in murinen als auch in humanen Glioblastomen zeigen, dass TAMs zum
Groldteil aus BMDMs bestehen, welche in den perivaskularen Bereichen des Tumors
lokalisiert sind, wahrend Mikrogliazellen peritumoral zu finden sind (Chen et al., 2017,
Mdaller et al.,, 2017). Die Interaktion von TAMs mit Tumorzellen sowie anderen nicht-
neoplastischen Zellen in der TME fordert Tumorwachstum und -migration durch Sekretion
von verschiedenen Wachstumsfaktoren und Zytokinen, darunter Interleukin 6 (IL6) und
Interleukin 1B (IL1B), epidermaler Wachstumsfaktor (EGF) und MMPs (Hambardzumyan
etal., 2016, Gutmann and Kettenmann, 2019). TAMs wurden lange Zeit in zwei Phanotypen
unterteilt. Wahrend der M1-Phanotyp durch Lipopolysaccharid (LPS) und Interferon gamma
(IFNy) stimuliert wird (Lin et al., 2023) und mit der Expression von proinflammatorischen
Zytokinen wie Tumornekrosefaktor alpha (TNFA), IFNy oder Interleukin 2 (IL2) assoziiert
ist, werden IL10 und TGFB dem antiinflammatorischen M2-Phanotyp zugeschrieben
(Buonfiglioli and Hambardzumyan, 2021). In Glioblastomen wurde lange ein M2-
dominierender Phanotyp angenommen, welcher die Tumorentwicklung unterstitzt
(Komohara et al., 2008, Li and Graeber, 2012). Aktuelle Studien zeigen allerdings, dass
diese konventionelle Zweiteilung in Glioblastomen unzureichend ist, und gehen von einer
dynamischen Identitdt der TAMs aus, wobei M1 und M2 Marker ko-exprimiert werden
(Muller et al., 2017, Landry et al., 2020). Abhangig von den exprimierten Signalen der
Tumorzellen wechselt zudem das Expressionsprofil der TAMs. Weiterhin beeinflussen auch
TAMs das Verhalten der Glioblastomzellen, sodass von einem komplexen Crosstalk mit

starken Interdependenzen ausgegangen wird (Buonfiglioli and Hambardzumyan, 2021).

1.4.1 Fokus: Mikrogliazellen

Mikrogliazellen, erstmals 1932 durch Rio-Hortega beschrieben (Rio-Hortega, 1932),
machen ca. 10-15% aller Gliazellen aus, sind ZNS-stédndige Makrophagen und gehdren
zum angeborenen Immunsystem (Lawson et al., 1990, Nayak et al., 2014). Sie entstammen
aus hamatopoetischen Vorlauferzellen aus dem Dottersack und wandern wahrend der
frihen Embryogenese, bevor sich die Blut-Hirn-Schranke (BHS) schliefdt, ins Gehirn ein
(Ginhoux et al., 2010). Ein wichtiger Signalweg fur die Entwicklung, Erhaltung und
Proliferation der Mikroglia-Population ist der colony stimulating factor 1 Rezeptor (CSF1R)
Signalweg (Elmore et al., 2014, Ginhoux and Prinz, 2015, Easley-Neal et al., 2019).



Als Teil des angeborenen Immunsystems besteht die Hauptaufgabe der Mikrogliazellen in
der Immunabwehr und der Erhaltung der Gewebshomdostase (Ginhoux and Prinz, 2015).
Weiterhin beeinflussen Mikroglia die neuronale Differenzierung und synaptische Aktivitat,
indem etwa Synapsen modifiziert oder eliminiert werden (Paolicelli et al., 2011, Wake et al.,
2013, Ginhoux and Prinz, 2015). Auch im gesunden ZNS tasten die sehr mobilen Mikroglia
mit ihren verzweigten Zellfortsatzen ihre Umgebung ab, standig auf der Suche nach
Pathogenen, welche Uber Pattern Recognition Rezeptoren (PRR), beispielsweise Toll-like
Rezeptoren (TLR), gebunden werden kénnen (Kigerl et al., 2014). Mittels Phagozytose,
einer SchlUsselfunktion der Mikroglia, werden apoptotische Zellen, Fremdkdrper und die
ZNS-Homoostase bedrohende Pathogene eliminiert (Nimmerjahn et al., 2005, Hanisch and
Kettenmann, 2007). Zudem besitzen Mikroglia die Fahigkeit zur Antigenprasentation mittels
Major Histocompatibility Complex (MHC) Il Molekulen und damit zur Interaktion mit T-Zellen
(Aloisi, 2001, Schetters et al., 2017).

Im Rahmen von Schadigungen der ZNS-Homoostase, beispielsweise durch Ischamie,
neurodegenerative Erkrankungen, Infektionen oder Tumorbildung kdénnen Mikroglia
aktiviert werden (Nayak et al., 2014). Dieser Aktivierungszustand ist unter anderem durch
die Veranderung der Morphologie zu einer amdboiden oder hypertrophen Form
gekennzeichnet (Kettenmann et al., 2011, Savage et al., 2019). In Abhangigkeit von der
Umgebung und den registrierten Signalen nehmen Mikroglia unterschiedliche Phanotypen
an, ahnlich wie zuvor bei den TAMs beschrieben (siehe Abschnitt 1.4), klassischerweise
als M1- oder M2-Phéanotyp bezeichnet. Wahrend der M1-Phanotyp, stimuliert durch
beispielsweise LPS oder IFNy, mit der mikroglialen Expression von proinflammatorischen
Molekulen wie IL1B, IL6 oder TNFA assoziiert ist, wird der alternative neuroregenerative
M2-Phanotyp durch IL4, IL10 oder IL13 induziert. Dieser ist durch ein antiinflammatorisches
Expressionsprofil gekennzeichnet (Orihuela et al., 2016). Die strikte Zweiteilung der
mikroglialen Phanotypen in ,M1 versus M2“ zeigte sich allerdings in vielen Studien als
uberholt. Mikroglia stellen vielmehr eine heterogene Zellpopulation dar, welche in
Abhangigkeit von ihrer Umgebung verschiedene funktionale Zustdnde annehmen und
dynamisch zwischen diesen wechseln kann, mit dem Ziel die Gewebshomdostase zu
erhalten (Ransohoff, 2016, Hammond et al., 2019, Paolicelli et al., 2022).

1.4.2 Funktionen der TAMs und Therapieansatze

Drei Tumor-unterstitzende Hauptfunktionen werden den TAMs in Glioblastomen
zugeschrieben: Tumorproliferation und -progression, zerebrale Odembildung und

Immunsuppression (Buonfiglioli and Hambardzumyan, 2021).



Tumorproliferation

Verschiedene Faktoren werden von TAMs in Glioblastomen sezerniert, die die
Tumorproliferation unterstiitzen. Dazu gehéren die Interleukine IL6, IL1B sowie EGF und
TGFB (Liu et al., 2010b, Coniglio et al., 2012, Ye et al., 2012, Hambardzumyan et al., 2016).
Zudem kommt es durch die Tumorzellen zur Freisetzung von chemotaktischen Faktoren
wie dem CC-Chemokin-Ligand 2 (CCL2) (syn. monocyte chemotactic protein 1; MCP-1),
CX3CL1 und CSF1, um weitere TAMs zu rekrutieren (Pyonteck et al., 2013, Chen et al.,
2017, Pires-Afonso et al., 2020). Eine in vitro Studie mit humanen Zelllinien verdeutlicht
nochmals den Glioblastom-Mikroglia-Crosstalk. Das von Glioblastomzellen sezernierte
Chemokin CCL2 bindet an den auf Mikroglia exprimierten Rezeptor CCR2 und fuhrt zur
mikroglialen Sekretion von IL6, welches wiederum die Invasivitat der Glioblastomzellen
stimuliert (Zhang et al., 2012). Ein weiteres fiir die TME-Modulation bedeutendes Molekill
ist CXCL12 (syn. stromal-derived factor-1, SDF-1) sowie sein Rezeptor CXCR4. Deren
Expression wird vor allem in hypoxischen Bereichen des Tumors hochreguliert und fihrt zu
verstarkter Chemotaxis, Migration der Tumorzellen und Invasivitat (Bajetto et al., 2006,
Zagzag et al.,, 2008, Wang et al., 2012, Wirth et al.,, 2014). Des Weiteren tragt die
Expression und Aktivierung von MMPs durch TAMs zu einer protumoralen Mikroumgebung
bei. MMPs gehoéren zu den Zink-abhangigen Endopeptidasen und fihren zum Abbau der
Komponenten der EZM, wodurch Invasivitdt und Migration der Tumorzellen gefordert
werden (Rao, 2003, Raeeszadeh-Sarmazdeh et al., 2020). Eine in vitro Studie in
Mauszellen und Maus-Gehirnschnitten konnte beispielsweise zeigen, dass die Invasivitat
von Gliomen in Gegenwart von Mikrogliazellen durch die Aktivierung von MMP2 zunimmt
(Markovic et al., 2005). Zusammenfassend besteht eine gegenseitige Beeinflussung von

Tumorzellen und TAMs, die zu einer vermehrten Tumorproliferation und -progression flihrt.

Odembildung

Eine weitere Funktion von TAMs ist die zerebrale Odembildung in Glioblastomen.
Pathophysiologisch ist ein Hirnédem auf eine Dysfunktion der BHS mit erhdhter vaskularer
Permeabilitat zurtickzufihren, wodurch es zu einer Ansammlung extrazellularer Flussigkeit
kommt (Nag et al., 2009). Insgesamt ist die zerebrale Odembildung in MRT-Studien mit
einer schlechteren Prognose assoziiert (Pope et al., 2005, Wu et al., 2015). Insbesondere
VEGEF, eines der wichtigsten von TAMs und Glioblastomzellen sezernierten Angiogenese-
Signalmolekiile, ist an der Odembildung beteiligt. Bei Tumoren spielt vor allem die
Unterform VEGF-A eine bedeutende Rolle, welche bei Hypoxie sezerniert wird und die
Endothelproliferation und Kapillaraussprossung foérdert (Ahir et al., 2020). Carlson et al.
konnten zeigen, dass die VEGF-Expression mit einigen pro-angiogenen Genen korreliert,

darunter Adrenomedullin und Angiopoietin-2. Interessanterweise gibt die Studie zudem
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Hinweise fur einen VEGF-unabhangigen Signalweg Uber neuronal pentraxin 2, der zur
Odembildung fiihrt (Carlson et al., 2007).

Immunsuppression

Glioblastome sind durch eine immunsuppressive TME gepragt, um die Immunantworten
des Organismus zu umgehen. Ein essenzieller Mechanismus ist hierbei die Produktion von
immunsuppressiven Zytokinen wie IL10 und TGFB, sowohl von TAMs als auch von den
Glioblastomzellen selbst (Nduom et al., 2015). TGFB fuhrt zur Einschréankung der
Lymphozytenaktivierung und der Funktion von antigenprasentierenden Zellen (Roy et al.,
2015). Des Weiteren kommt es zum Verlust von MHC-Molekulen auf TAMs, was die
Antigenprasentation und Aktivierung des Immunsystems hemmt (Razavi et al., 2016). Vor
allem in hypoxischen Tumorarealen wird der signal transducer and activator of transcription
3 (STAT3) Signalweg via Hypoxie-induzierter Faktor (HIF-1a) aktiviert, welcher
immunsuppressive Effekte ausldst, wie die Produktion von immunsuppressiven Zytokinen
oder die Aktivierung von regulatorischen T-Zellen (Wei et al., 2011, Fu et al., 2023). Ein
weiterer in zahlreichen Tumoren bekannter Mechanismus zur Immunevasion ist die
Expression von programmed death ligand 1 (PD-L1) (Dermani et al., 2019). Sowohl TAMs
als auch Glioblastomzellen exprimieren vermehrt PD-L1, dessen Bindung an den auf T-
Zellen lokalisierten Oberflachenrezeptor PD-1 zur T-Zell-Inaktivierung und Apoptose fuhrt
(Bloch et al., 2013, Berghoff et al., 2015, Jiang et al., 2019). Zudem konnten regulatorische
CD4+-FoxP3+ T-Zellen, welche durch die Hemmung von Effektorzellen zu einer
immunsuppressiven Mikroumgebung beitragen (Sonabend et al.,, 2008), mittels
immunhistochemischer Analysen in einem hohen Male in Glioblastomen nachgewiesen
werden (Heimberger et al., 2008). Deren genaue Funktion in Glioblastomen ist allerdings
noch unbekannt und Gegenstand aktueller Forschung (Razavi et al., 2016). Insgesamt
fuhren die beschriebenen Mechanismen zu einer protumoralen immunsuppressiven TME,
in der der Tumor invasiv wachsen kann. Sie stellen aber auch potenzielle Ansatze fur

verschiedene Immuntherapien dar (Daubon et al., 2020, Pearson et al., 2020).

Therapieansatze

Ein mdglicher therapeutischer Ansatz ware die immunsuppressive TAM-Funktion Gber
CSF1 zu hemmen. Der CSF1-Rezeptor-Inhibitor BLZ945 flhrte in einem in vivo
Glioblastom-Mausmodell zu einer verminderten Tumorprogression und einem langeren
Uberleben (Pyonteck et al., 2013). Interessanterweise hat sich die Anzahl der TAMs nicht
reduziert, sondern es wurde ein Verlust der protumoralen M2 Genexpression sowie ein
Anstieg der Phagozytosefunktion beobachtet (Pyonteck et al., 2013). Es zeigten sich

allerdings schnell entwickelnde Resistenzen gegen CSF1-Rezeptor-Inhibitoren sowie die
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Bildung von Rezidiven (Quail et al., 2016). Eine weitere TAM-gerichtete Strategie bezieht
sich auf die Inhibition der TAM-Rekrutierung, beispielsweise durch die Blockierung von
CCL2. Zur Inhibition des CCL2/CCR2 Signalweges wurden verschiedene Studien in soliden
Tumoren durchgefihrt (Xu et al.,, 2021). Vielversprechende klinische Studien wurden
zudem mit Immuncheckpoint Inhibitoren durchgefihrt (Agosti et al., 2023). Eine
praklinische Studie in Mausmodellen konnte zeigen, dass die Kombination aus CCR2-
Inhibition und PD-1 Blockade zu einem léngeren Uberleben fiihrte. Dabei wurden
Tumorzellen aus murinen Glioblastomzelllinien in Maus-Gehirne injiziert und nach 7 Tagen
mit dem CCR2-Antagonisten CCX872 und einem anti-PD1 Antikorper behandelt (Flores-
Toro et al., 2020). Die Kombinationstherapie war mit einer verstarkten Tumorinfiltration von

funktionalen Lymphozyten assoziiert (Flores-Toro et al., 2020).

1.5 Humane endogene Retroviren

Humane endogene Retroviren (HERVSs) sind retrovirale DNA-Insertionen, die sich vor ca.
30-60 Millionen Jahren durch retrovirale Infektionen in das Genom von Primaten integriert
haben. Sie wurden mittels vertikaler Transmission an die nachfolgenden Generationen
weitergegeben (Belshaw et al., 2004, Bannert and Kurth, 2006). Diese DNA-Sequenzen
machen bis zu 8 % des menschlichen Genoms aus (Lander et al., 2001) und sind fur
gewohnlich aufgrund von zahlreichen Mutationen und epigenetischen Veranderungen
inaktiv oder dysfunktional (Hurst and Magiorkinis, 2017). HERVs gehbren zu den
transposablen Elementen der Klasse | (Retrotransposons), welche sich Gber ein reverse-
transkribiertes RNA-Mediat ausbreiten (Rebollo et al.,, 2012). Das Genom der HERVs
ahnelt ihrem endogenen retroviralen Ursprung und kodiert folgende Hauptstrukturproteine:
(I) Core (gag), (ll) Reverse Transkriptase- und Integrase-Komplex (pol) und (ll1) die Halle
(ENV) (Léwer et al., 1996, Griffiths, 2001). Diese Gene werden durch regulatorische Long
Terminal Repeats (LTR)-Regionen flankiert, deren Anzahl Einfluss auf die retrovirale
Genexpression hat (Nelson et al., 2003, Kovalskaya et al., 2006). HERVs werden in drei
ubergeordnete Klassen und anhand der fir die jeweilige Reverse Transkriptase
kodierenden tRNA in Uber 30 verschiedene Familien eingeteilt (Nelson et al., 2003,
Katzourakis and Tristem, 2005). HERV-K gilt dabei als biologisch aktivste Familie (Tonjes
et al., 1996, Nelson et al., 2003).

In den letzten Jahren konnten immer mehr Zusammenhange zwischen verschiedenen

HERV-Familien und der Pathogenese zahlreicher Erkrankungen aufgezeigt werden.

Beispiele hierfur sind Multipler Sklerose (MS) (Perron et al.,, 1989), amyotropher™”

Lateralsklerose (Li et al., 2015), rheumatoider Arthritis (Reynier et al., 2009) und Diabetes

mellitus Typ 1 (Levet et al., 2019). Zudem gibt es immer mehr Hinweise, dass HERVs auch
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bei Tumorerkrankungen eine entscheidende Rolle spielen kdnnten. Der genaue
Mechanismus, wie HERVs die Pathogenese der jeweiligen Erkrankungen beeinflussen, ist

jedoch noch nicht ausreichend geklart und Gegenstand aktueller Forschung.

1.5.1 Bedeutung von HERVs in der Tumorpathogenese

Bereits 1979 konnten erstmals retrovirale Proteine in humanen Keimzelltumoren
nachgewiesen werden (Bronson et al., 1979). Weitere Studien bekraftigten das onkogene
Potential insbesondere von HERV-K in Keimzelltumoren (Herbst et al., 1998, Kleiman et
al., 2004, Chan et al., 2019). Es konnte gezeigt werden, dass in Keimzelltumorzellen das
HERV-K Protein Np9 mit verstarkter Zellmigration assoziiert ist (Chan et al., 2019). Eine
vermehrte HERV-K Aktivitat ist in vielen weiteren Tumorentitaten wie Brustkrebs (Wang-
Johanning et al., 2014, Zhou et al., 2016), Melanomen (Bischer et al., 2005, Hirschl et al.,
2007), Ovarialtumoren (Rycaj et al., 2015), Prostatakarzinom (Wallace et al., 2014) oder
Lymphomen (Barth et al., 2019) beschrieben. HERV-K wird dabei als ein wichtiger Faktor
in der Tumorentwicklung und Progression gesehen (Salavatiha et al., 2020). Vor allem dem
Hullprotein HERV-K ENV werden onkogene Eigenschaften, wie die Induktion der Epithelial-
mesenchymalen Transition, welche mit Tumoraggressivitat und Metastasierung assoziiert
ist, zugesprochen (Lemaitre et al., 2017, Gao et al., 2021). Eine in vitro Studie mit humanen
Gliom-Gewebeproben aus dem Jahr 2023 zeigte, dass das HERV-K (HML-2) Protein in
Glioblastomen Uberexprimiert wird und mit der Persistenz von Glioblastom-Stammzellen
assoziiert ist (Shah et al., 2023). Ein weiterer potenzieller Effekt von ENV Proteinen der
Familie HERV-H ist eine protumorale Immunmodulation, vermittelt Uber eine
immunsuppressive Domane in der Transmembranregion (Mangeney et al., 2001, Kudo-
Saito et al., 2014). Auch wenn das Ausmal} noch unklar ist, gibt es einige Hinweise, dass
auch HERV-W in der Tumorpathogenese eine entscheidende Rolle spielen kénnte. Eine
erhdhte Expression von HERV-W Transkripten konnte mittels Polymerase-Kettenreaktion
(PCR) in Tumorgewebe von kutanen T-Zell-Lymphomen nachgewiesen werden (Maliniemi
et al., 2013, Laukkanen et al., 2020). Erganzend zeigte eine Studie aus dem Jahr 2010 eine
Expression von HERV-W ENV Protein in Leukadmie- und Lymphom-Zelllinien sowie im Blut
von Leukdmie- und Lymphom-Patient*innen (Sun et al., 2010). HERV-W ENV Protein wird
zudem in Brustkrebszellen exprimiert, wobei es Einfluss auf die Fusion von Endothel- und

Tumorzellen zu haben scheint (Bjerregaard et al., 2006, Larsson et al., 2007).

Die erhdhte Expression von HERVs in Krebszellen entfachte die Diskussion Uber den
Nutzen von HERV-Proteinen als diagnostische Biomarker. Fur Brustkrebs hat sich dabei

HERV-K ENV als relevant herausgestellt. Es konnte gezeigt werden, dass erhohte HERV-
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K ENV Antikérper und mRNA im Serum sowohl mit Krebs-Friihstadien als auch mit einem

erhdhten Risiko flr Metastasenbildung assoziiert sind (Wang-Johanning et al., 2014).

Neben den genannten protumoralen Wirkweisen von HERVs werden inzwischen auch
einige protektive Eigenschaften diskutiert, die vor allem die Immunantwort betreffen
(Bannert et al., 2018, Alcazer et al., 2020, Petrizzo et al., 2021, Mdller et al., 2022). HERVs
sind dabei zum einen in der Lage eine Interferon-gesteuerte angeborene Immunantwort
auszulésen, auch als ,virales Mimikry“ bezeichnet, zum anderen als Tumor-spezifische

Antigene (TSA) eine adaptive Immunantwort zu induzieren (Alcazer et al., 2020).

HERVs kénnen in Tumoren durch tumorspezifische epigenetische Dysregulation aber auch
durch medikamenteninduzierte DNA-Hypomethylierungen durch DNA-Methyltransferase-
Inhibitoren (DNMTi) reaktiviert werden (Petrizzo et al., 2021). Zusatzlich werden noch
verschiedene externe Faktoren, wie die Exposition gegenliber chemischen Substanzen
oder physikalischen Faktoren z.B. Rdntgenstrahlung, als mogliche Reaktivierungs-
mechanismen diskutiert (Zhang et al., 2019). Die Uberexprimierte HERV-RNA (dsRNA)
kann dann uber Bindung an PRR beispielsweise den NFkB Signalweg aktivieren und eine
antitumorale, Interferon-gesteuerte Immunantwort auslésen (Yu et al., 2012, Petrizzo et al.,
2021). Dieses unter anderem durch DNMTis induzierte ,virale Mimikry“ konnte bereits 2015
in einigen soliden Tumoren, beispielsweise kolorektalen Karzinomen und Melanomen,
nachgewiesen werden (Chiappinelli et al., 2015, Roulois et al., 2015). In einem
praklinischen Melanom-Modell wurde festgestellt, dass DNMTis zu einer erhdhten
Sensitivitat  fur eine  Anti-cytotoxic-T-lymphocyte-associated-protein 4 (CTLA-4)
Immuncheckpoint Therapie fuhren (Chiappinelli et al., 2015).

Ein weiterer Mechanismus basiert auf der Synthese von viralen HERV-Proteinen als TSA,
die zu einer Aktivierung des adaptiven Immunsystems fuhren (Smith et al., 2019, Petrizzo
et al., 2021). In verschiedenen Studien konnten HERV spezifische Antikérper sowie T-
Zellen im Blut von Patient*innen mit Leukdmien (Saini et al., 2020) und Ovarialkarzinom
(Rycaj et al.,, 2015) detektiert werden. Es gibt bereits verschiedene Ansatze TSA in
zielgerichtete Krebstherapien einzubinden. Krishnamurthy et al. berichteten beispielsweise
uber HERV-K ENV spezifische CAR-T-Zellen als therapeutische Option fur Melanom-
Patient*innen (Krishnamurthy et al., 2015).

Insgesamt ist die Bedeutung von HERVs in der Tumorpathogenese noch nicht
abschlielend geklart. Einerseits sind HERVs mit Tumorproliferation und Invasivitat
assoziiert, andererseits scheinen sie Einfluss auf das angeborene und adaptive

Immunsystem zu haben und kdnnen so eine antitumorale Immunantwort auslosen.
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1.5.2 Wirkungsweise von HERV-W ENYV Protein

Retrovirale Partikel der Familie HERV-W, initial als MS-assoziierte Retroviren bezeichnet,
wurden erstmals vor tber 30 Jahren von Perron et al. in leptomeningealen Zelllinien sowie
Monozytenkulturen von Patient*innen mit MS beschrieben (Perron et al., 1989, Perron et
al., 1991).

Es wird angenommen, dass die Transaktivierung von HERV-W vor allem durch Infektionen
mit zeitgendssischen Viren wie dem Epstein-Barr-Virus (EBV), dem Humanen Herpesvirus-
6 (HHV-6) oder dem Herpes-simplex Virus 1 (HSV-1) beeinflusst wird (Bhende et al., 2004,
Ruprecht et al.,, 2006, Mameli et al., 2012, Charvet et al., 2018). Zudem besteht ein
epidemiologischer Zusammenhang zwischen den HERV-assoziierten Herpesvirus-
infektionen und MS (Perron and Lang, 2010, Leibovitch and Jacobson, 2018). Die
Reaktivierung von HERV-W flhrt zur Produktion retroviraler Partikel und insbesondere
dessen Hullprotein HERV-W ENV scheint fur inflammatorische und superantigen-ahnliche
Immuneffekte verantwortlich zu sein (Perron et al., 2001). Interessanterweise konnte
immunhistochemisch HERV-W ENV Protein auch in gesundem Gehirngewebe vor allem in
Mikroglia und Endothelzellen nachgewiesen werden (Perron et al., 2005). In aktiven MS-
Lasionen zeigte sich jedoch eine deutlich erhéhte Expression von HERV-W ENV Protein,
welche zudem mit dem Grad der Inflammation und Demyelinisierung korrelierte (Mameli et
al., 2007). Weiterhin scheint ein erhéhter HERV-W DNA Gehalt im Blut von MS
Patient*innen mit einem ungunstigeren klinischen Verlauf assoziiert zu sein (Sotgiu et al.,
2002, Rolland et al., 2005). Rolland et al. konnten zeigen, dass das HERV-W ENV Protein
in peripheren Blutzellen, wie Monozyten, Gber den PRR TLR4 und den Ko-Rezeptor Cluster
of differentiation 14 (CD14) zu einer Aktivierung des NFkB-Signalweges fuhrt. Die
Aktivierung geht mit einer Produktion von proinflammatorischen Zytokinen wie IL1B, IL6
oder TNFA einher (Rolland et al., 2006). Im Kontext der MS konnte mittels in vitro Studien
in Oligodendrozyten-Vorlauferzellen (OPCs) gezeigt werden, dass eine HERV-W ENV
Protein induzierte Aktivierung von TLR4 zu Freisetzung von proinflammatorischen
Zytokinen und zur Induktion der Stickstoffmonoxid-Synthase (iNOS) und Freisetzung von
nitrosativem Stress fuhrte, der mit der Zerstérung von Myelin assoziiert ist (Kremer et al.,
2013). Darauf aufbauend zeigten weitere in vitro Studien, dass das HERV-W ENV Protein
auch einen proinflammatorischen Phanotyp in Mikroglia induziert, der nachfolgend mit
axonalem Schaden assoziiert werden konnte (Kremer et al., 2019). Eine in vivo Studie aus
dem Jahr 2023 konnte zudem das degenerative Potenzial von HERV-W ENV Protein
bestatigen (Gruchot et al., 2023).
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1.6 Ziel der Arbeit

Das Glioblastom ist der haufigste primare maligne Gehirntumor des Erwachsenen und hat
als ZNS-WHO Grad 4 Tumor eine insgesamt schlechte Prognose (Ostrom et al., 2022).
Vorherige Studien verdeutlichen den Einfluss der TME, darunter Mikrogliazellen, auf die
Glioblastom-Homobostase und Tumorprogression (Hambardzumyan et al., 2016). In den
letzten Jahren nahmen die Erkenntnisse Uber den Einfluss von HERVs auf die Pathogenese
verschiedener Autoimmun- und Tumorerkrankungen zu. Ein in der MS Forschung bereits
sowohl mittels in vitro als auch in vivo Studien untersuchtes Protein ist das HERV-W ENV
Protein, das die Expression proinflammatorischer Zytokine in OPCs und Mikroglia steigert
und Mikroglia-vermittelt zu axonalem Schaden flihrt (Rolland et al., 2006, Kremer et al.,
2013, Kremer et al., 2019, Gruchot et al., 2023).

Im Vorfeld dieses Dissertationsvorhabens durchgefiihrte histochemische Analysen zeigten,
dass das HERV-W ENV Protein im Vergleich zu nicht-neoplastischem Hirngewebe
vermehrt in Gliomen exprimiert wird (Reiche et al., 2024). Hieraus ergab sich die
Fragestellung, ob und inwieweit das HERV-W ENV Protein die Homdostase von
Glioblastomzellen direkt beeinflusst. Dazu wurden verschiedene Gene aus den Bereichen
Inflammation, Tumorinvasivitat, Modulation der TME und Angiogenese unter HERV-W ENV
Protein Exposition analysiert. Weitere zuvor durchgeflhrte histochemische Analysen
konnten nachweisen, dass das HERV-W ENV Protein im Glioblastom im Speziellen in
Makrophagen- und Mikroglia-positiven Zellen innerhalb der TME detektiert wurde (Reiche
et al.,, 2024). Daher war es in einem nachsten Schritt von erheblichem Interesse, zu
analysieren, ob und inwiefern indirekte Effekte von HERV-W ENV Protein vermittelt Uber
Mikrogliazellen, sowohl in direktem Zellkontakt zu Glioblastomzellen als auch uber
parakrine Zellkommunikation, bestehen. Zudem galt es, den Einfluss des HERV-W ENV
Proteins auf zelluldre Funktionen wie Proliferation und Migration in Glioblastomzellen zu

untersuchen.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

2.1.1 Organismen

Organismen Linie Hersteller, Ort, Land

Humane Glioblastomzelllinie A-172 Cell Line Services, Eppelheim,
Deutschland

Rattus norvegicus Wistar Janvier Labs, Saint-Berthevin,
Frankreich

2.1.2 Chemikalien

Reagenz

Hersteller, Ort, Land

4',6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI)

Roche Diagnostic GmbH, Mannheim,
Deutschland

Accutase

PAA Laboratories, Pasching, Osterreich

Bovines Serumalbumin (BSA) Fraktion V
7,5%

ThermoFisher Scientific, Waltham, USA

Citifluor mounting Medium

Citifluor, London, UK

DNase |

Cell Systems, Lakewood, USA

Dulbecco’s modified eagle medium
(DMEM), high glucose (D-Glucose 4,5

g/L)

ThermoFisher Scientific, Waltham, USA

Dulbecco’s modified eagle medium
(DMEM), low glucose

ThermoFisher Scientific, Waltham, USA

Dulbecco’s modified eagle medium
(DMEM), low glucose, -Phenolrot

ThermoFisher Scientific, Waltham, USA

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
(PBS)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Ethanol > 96%

Merck, Darmstadt, Deutschland

Fetales Kalberserum (FCS)

Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund,
Deutschland

Immu-mount ThermoFisher Scientific, Waltham, USA
Isofluran Piramal-Healthcare, Mumbai, Indien
L-Cystein Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
L-Glutamin ThermoFisher Scientific, Waltham, USA

Leibovitz’'s Medium L-15

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

LiChrosolv® Wasser

Merck, Darmstadt, Deutschland
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Matrigel

Becton Dickinson, Heidelberg,
Deutschland

Minimum essential Medium (MEM)

ThermoFisher Scientific, Life
Technologies, Darmstadt, Deutschland

Normal donkey serum (NDS)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Normal goat serum (NGS)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Papain

Worthington / Cell Systems, Lakewood,
USA

Paraformaldehyd (PFA)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Penicillin/Streptomycin

ThermoFisher Scientific, Waltham, USA

pV14 control plasmid

Amsbio, Wales

pV14 Env

GeNeuro, Plan-les-Ouates, Schweiz

Rat CD11b/c Microbeads

Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach,
Deutschland

Triton X-100

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Trypan Blau 0,4%

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Trypsin Inhibitor

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

B-Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,
Deutschland

2.1.3 Reagenzien zur Stimulation

Reagenz

Hersteller, Ort, Land

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Rekombinantes HERV-W ENV-T Protein

GeNeuro, Plan-les-Ouates, Schweiz

HERV-W ENV-T Puffer

GeNeuro, Plan-les-Ouates, Schweiz

Lipopolysaccharid (LPS)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Rekombinantes Tumornekrosefaktor
alpha (TNFA) Kat#510RT

R&D Systems, Minneapolis, USA

2.1.4 Immunzytochemie

Reagenz Verdiinnung | Hersteller, Ort, Land
Anti-Ki67 Antikorper, Kaninchen 1:250 Abcam, Cambridge, UK
monoklonal (ab16667)

Anti-TLR4 Antikorper, Kaninchen 1:200 Abcam, Cambridge, UK
polyklonal (ab13556)

Anti-INOS Antikorper, Kaninchen 1:250 Abcam, Cambridge, UK
polyklonal (ab15323)
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Anti- BllI-Tubulin Antikérper, Maus 1:500 Merck, Darmstadt,

monoklonal (T8660) Deutschland

Anti-BllI-Tubulin Antikérper, Huhn 1:500 Aves Labs, Davis California,
USA

Anti-lba1 Antikorper, Ziege 1:500 Abcam, Cambridge, UK

polyklonal (ab5076)

Glial fibrillary acidic protein (GFAP), | 1:1000 Agilent Dako, Santa Clara,

Kaninchen polyklonal (Z0334) USA

Alexa Fluor™ 594 Phalloidin 1:500 ThermoFisher Scientific,
Waltham, USA

Alexa Fluor™ 488 Phalloidin 1:500 ThermoFisher Scientific,
Waltham, USA

Alexa goat anti mouse 1gG 488 1:500 ThermoFisher Scientific,
Waltham, USA

Alexa goat anti mouse 1gG 594 1:500 ThermoFisher Scientific,
Waltham, USA

Alexa goat anti rabbit 1gG 488 1:500 ThermoFisher Scientific,
Waltham, USA

Alexa goat anti rabbit 1I9G 594 1:500 ThermoFisher Scientific,
Waltham, USA

Alexa goat anti chicken 1gG 488 1:500 ThermoFisher Scientific,
Waltham, USA

Alexa donkey anti goat 1gG 594 1:500 ThermoFisher Scientific,
Waltham, USA

2.1.5 Kits

Name des Kits

Hersteller, Ort, Land

Cellline Nucleofector™ Kit T

Lonza, Basel, Schweiz

Crystal Violet Cell Cytotoxicity Assay Kit

BioVision, Waltham, USA

High capacity cDNA reverse transcription
Kit

ThermoFisher Scientific, Waltham, USA

Human TNF alpha Single Step ELISA Kit
(Ab 181421)

Abcam, Cambridge, UK

Power SYBR™ Green PCR Master Mix

ThermoFisher Scientific, Waltham, USA

Rnase-free Dnase Set

Qiagen, Hilden, Deutschland

RNeasy Mini Kit

Qiagen, Hilden, Deutschland

2.1.6 Gerate, technische Ausstattung und Software

Name

Hersteller, Ort, Land

7900HT Fast Real-Time PCR System

ThermoFisher Scientific, Waltham, USA
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Autoclave GLA30

Fritz Gossner GmbH, Hamburg,
Deutschland

Axioplan 2 Fluoreszenz Mikroskop

Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Axioplan 4.2 software

Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland

BBD 6220 CO; Inkubator

ThermoFisher Scientific, Waltham, USA

BioRender

BioRender, Toronto, Kanada

Endnote X9

Thomas Reuters, New York City, USA

Excella E24 Incubator shaker

New Brunswick Scientific, NUrtingen,
Deutschland

Graphpad PRISM software 8.0.1

GraphPad Software, Inc, La Jolla, USA

Herasafe HSP 12 sterile Werkbank

Heraeus, Hanau, Deutschland

ImagedJ software

National Institute of Health, Rockville,
USA

Infinite M200 Pro

Tecan Group, Mannedorf, Schweiz

MACS® MultiStand Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach,
Deutschland
Microsoft Office 365 Microsoft Corporation, Redmond, USA

NanoDrop ND 1000

PeglLab, Erlangen, Deutschland

Primer Express 3.0.1

ThermoFisher Scientific, Waltham, USA

Tecan i-control (Version 1.7.1.12)

Tecan, Mannedorf, Schweiz

Thoma Zahlkammer (Tiefe 0,1 mm;
Flache 0,0025 mm?)

Optik Labor, Goérlitz, Deutschland

Nucleofector® Il

Lonza, Basel, Schweiz

Veriti 96 Well Fast Thermal Cycler

ThermoFisher Scientific, Applied
Biosystems, Waltham, USA

Wasserbad GFL, Burgwedel, Deutschland
Zeiss LSM 510 Mikroskop Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland
Zentrifuge 5804 Eppendorf, Hamburg, Deutschland

2.1.7 Verbrauchsmaterialien

Materialien

Hersteller, Ort, Land

Zellkultur Platten: 24 well, 96 well, 100
mm J Petri Schale

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Zellkulturflaschen (75 cm?)

Sarstedt AG und Co. KG, Nimbrecht,
Deutschland

MicroAmp®Fast 96-well Reaction Plate
(0,1 ml)

ThermoFisher Scientific, Waltham, USA

Reaktionsrohrchen: 0,5 ml, 1,5 ml, 2,0 ml

Sarstedt AG und Co. KG, Nimbrecht,
Deutschland
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MACS® columns, MS Typ

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland

Millicell® Cell Culture Inserts
(PorengrofRe 3,0 um)

Merck, Darmstadt, Deutschland

ThinCerts™-TC Einsatze
(Porengrofie 8,0 um)

Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Deutschland

Menzel coverslips (9 13 mm)

ThermoFisher Scientific, Waltham, USA

Parafilm®

Merck, Darmstadt, Deutschland

Pipetten Spitzen / Stripetten: 10 ul, 10/20
ul, 20 pl, 100 pl, 200 pl, 1000 pl, Sml, 10
ml, 25 ml

Eppendorf GmbH, Wesseling-Berdorf,
Deutschland

Gilson, Limburg-Offheim, Deutschland

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Falcon Zentrifugenréhrchen: 5 ml, 15 ml,
50 ml

Sarstedt AG und Co. KG, Nimbrecht,
Deutschland

Pasteurpipetten

Brand GmbH & CO., Wertheim,
Deutschland

2.1.8 Zusammensetzung der Kulturmedien

Medium Zusammensetzung
Glioblastom-Zellkulturmedium — DMEM D-Glucose 4,5 g/L
- FCS 10%

— Penicillin/Streptomycin 1%

Mikroglia-Zellkulturmedium

— DMEM low glucose, -phenol red
- FCS 10%

— L-Gutamine 2mM

— Penicillin/Streptomycin 50 U/mi

Mixed rat brain Kulturmedium

— DMEM low glucose

- FCS 10%

— L-Glutamine 2mM

— Penicillin/Streptomycin 50 U/ml

Trypsin inhibitor Kulturmedium

— Leibovitz’'s medium L-15
— Trypsin inhibitor 0,1mg/ml
—  Albumin BSA-V 5 mg/ml
— DNase | 0,4 ug/ml

Digestion Medium

— 2% DNase | (40 ug/ml)
— 20% L-Cystein (0,24 mg/ml)
— 10% Papain (30 U/ml)

219 Zusammensetzung von HERV-W ENV und Kontroll-Puffer

Das rekombinante Protein HERV-W ENV besteht aus 548 Aminosauren mit einem

Molekulargewicht von 61,44 kDa (Foerster, 2020). Das HERV-W ENV Protein wird in BL21
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Escherichia coli von PXTherapeutics, Grenoble, Frankreich unter sterilen Bedingungen
produziert. Die in den durchgefiihrten Experimenten genutzte Charge von Mai 2016 mit
einer Stock-Konzentration von 2,54 mg/ml wurde von GeNeuro SA, Schweiz zur Verfligung
gestellt. Die HERV-W ENV Protein Stock-Konzentration wurde in einer Pufferlésung
bestehend aus Tris-HCI 20 mM pH 7,5, NaCl 150 mM, SDS 1,5 % und DTT 10 mM auf eine
Konzentration von 1000 ng/ul verdinnt. Diese Pufferlésung diente, wenn nicht anders
erwahnt, in den nachfolgenden Experimenten als Kontrolle. Das Endotoxin-Level befand
sich unterhalb der Nachweisgrenze von 5 EU/ml (Kremer et al., 2013). Die HERV-W ENV

Protein Stock-Konzentration sowie die verdinnten Aliquots wurden bei -80°C gelagert.

2.2 Zellkulturtechniken

2.2.1 In vitro Kultivierung der humanen Glioblastomzelllinie A-172

Die Glioblastomzellen der kommerziell erworbenen humanen Zelllinie A-172 wurden in
Passage 24 (Lot-Nummer 300108-1016SF) geliefert. Um ausreichend Glioblastomzellen in
ahnlicher Passage fur die geplanten Experimente zur Verfugung zu haben, wurden die
Zellen zunachst bis Passage 26 hochgezogen und anschliel3end in flissigem Stickstoff
eingefroren. Die A-172 Glioblastomzellen wurden bei 37°C, 5% CO2 und 91%
Luftfeuchtigkeit im Brutschrank in 75 cm? Zellkulturflaschen mit 15 ml Medium kultiviert. Als
Kulturmedium wurde Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) mit 4,5 g/L D-Glukose
genutzt, welches zuvor mit 10% Fetalem Kalberserum (FCS) und 1%
Penicillin/Streptomycin versetzt worden war. Ein Mediumwechsel fand alle drei Tage statt.
Das Aufteilen der Zellen erfolgte, sobald diese eine konfluierende Schicht gebildet hatten.
Dazu wurde das Medium abgesaugt, die Zellen mit 10 ml Dulbecco’s Phosphate Buffered
Saline (PBS) pro Flasche gewaschen und anschlieend mit 5 ml Accutase pro Flasche bei
37°C fur 4 min inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die Accutase-Ldsung mit 5
ml Glioblastom-Medium neutralisiert und der Flascheninhalt mit vitalen Glioblastomzellen
in ein 50 ml Falcon uberfuhrt. Anschlielend erfolgte die Zentrifugation mit 1200 revolutions
per minute (rpm) bei 4°C fir 3 min. Nach dem Absaugen des Uberstandes wurde das
Zellpellet in 5 ml Glioblastom-Medium resuspendiert. Zur weiteren Kultivierung wurden die
Zellen in einem Verhaltnis von 1:5 auf neue Flaschen verteilt. Zum Einfrieren der Zellen in
Passage 26 wurde ein Konservierungsmedium bestehend aus 5% Dimethylsulfoxid
(DMSO) und 95% Glioblastom-Medium genutzt. Die in Medium suspendierten
Glioblastomzellen wurden in jeweils 1 Mio/Falcon aufgeteilt und mit 1200 rpm bei 4°C fir 3
min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt, das Zellpellet in 1 ml Einfriermedium

resuspendiert und in ein Kryordhrchen in einer Eisbox Uberfihrt. Nach 24 Stunden bei -
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30°C wurden die Glioblastomzellen fiir weitere 24 h bei -80°C asserviert. Zur langfristigen

Asservierung erfolgte anschlieBend die Uberfiihrung in den Stickstofftank mit -196°C.

Das Auftauen der tiefgefrorenen Glioblastomzellen erfolgte zunachst bei Raumtemperatur.
Die Zellen wurden anschlieftend in vorgewarmtes Glioblastom-Medium Uberfihrt und bei
1200 rpm und 4°C fir 3 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und das
Zellpellet in 1 ml Glioblastom-Medium resuspendiert. Die Zellsuspension konnte dann in
eine mit 15 ml Glioblastom-Medium beflllte 75 cm? Zellkulturflasche Uberfiihrt werden. Die
weitere Kultivierung erfolgte wie zuvor beschrieben bei 37°C, 5% CO. und 91%
Luftfeuchtigkeit im Brutschrank mit einem Mediumwechsel nach drei Tagen bis zur Bildung
einer konfluierenden Schicht. Dann folgte das Ablosen der Zellen, eine Zentrifugation und
Resuspension der vitalen Glioblastomzellen in Glioblastom-Medium, wie oben beschrieben.
In Vorbereitung zur Ausplattierung der Zellen fur die jeweiligen Experimente wurden 10 pl
der Zellsuspension mit 10 pl Trypanblau versetzt und die vitalen Glioblastomzellen in einer
Thoma-Zeiss-Zahlkkammer gezahlt. Nach Ermittlung der absoluten Zellzahl wurde die
jeweils bendtigte Anzahl von Zellen in einer 24-well Platte in 500 ul Glioblastom-Medium
pro well ausplattiert. Es wurden 10.000 Zellen/well fur RT-qPCR-Experimente, 5.000
Zellen/well flr immunzytochemische Versuche und 50.000 Zellen/insert fir Kristallviolett-
Assays verwendet und fur 24 h bei 37°C, 5% CO2 und 91% Luftfeuchtigkeit inkubiert. Alle

Experimente wurden mit A-172 Glioblastomzellen in den Passagen 27 bis 31 durchgefihrt.

2.2.2 Praparation von primaren Ratten-Mikrogliazellen

Die verwendeten primaren Ratten-Mikrogliazellen wurden aus dem Cortex von
neugeborenen Wistar Ratten (p0 und p1) generiert (Organentnahme Projektnummer
069/11). Die Praparation beruht auf dem Protokoll von McCarthy und de Vellis von 1980
(McCarthy and de Vellis, 1980) und wurde von Technischen Assistent*innen durchgefinhrt.
Alle beschriebenen Methoden wurden von der Zentralen Einrichtung fiir Tierforschung und
wissenschaftliche Tierschutzaufgaben (ZETT) der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf
genehmigt. Nachdem die neugeborenen Ratten mittels Isofluran narkotisiert worden waren,
erfolgten die Dekapitation und die Entfernung der Haut und des knéchernen Schadels. Die
in MEM HEPES Medium gelegten Gehirne wurden anschlielend in die Hemispharen geteilt
und die Meningen wurden entfernt. Die Hirnhalften wurden mit einem scharfen Skalpell
zerkleinert und in 50 ml MEM HEPES Medium gesammelt. Es folgte die Zentrifugation mit
2000 rpm fur 1 min. Das Medium wurde abgenommen, 1 ml Digestion Medium hinzugefiigt
und fir 45 min bei 37°C inkubiert. Nach Zugabe von 1 ml Trypsin Inhibitor Medium erfolgte
eine erneute Inkubation von 5 min bei Raumtemperatur. Mittels Glas-Pasteur-Pipetten

wurde die Zellsuspension vorsichtig gemischt. Im nachsten Schritt wurde 10 ml DMEM high
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glucose + 10% FCS hinzugefugt und bei 1200 rpm fur 5 min zentrifugiert. Nach der
Abnahme des Uberstandes wurde die Zellsuspension in 15 ml mixed rat brain
Kulturmedium resuspendiert. Nun folgte das Uberfiihren in 75 cm? Zellkulturflaschen und
eine Inkubation bei 37°C, 5% CO2 und 98% Luftfeuchtigkeit fir 10 Tage mit einem

Mediumwechsel zweimal pro Woche.

Nach der Inkubationszeit von 10 Tagen wurden die Zellkulturflaschen auf einen Schiittler
(Excella E24) bei 180 rpm fir 2 h gelegt, sodass sich die Mikroglia l6sten. Der Uberstand
mit den geldsten Mikroglia wurde nun abgenommen und bei 1200 rpm far 5 min
zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand abgesaugt und die Zellen in 1 ml mixed
rat brain Medium resuspendiert. Die Zellsuspension wurde dann mit 9 ml mixed rat brain
Medium in eine Petrischale (& 10 cm) Uberfihrt und Gber Nacht im Brutschrank bei 37°C,
5% CO2und 98% Luftfeuchtigkeit inkubiert. Die Zellkulturflaschen enthielten jetzt am Boden
haftende Oligodendrozyten-Vorlauferzellen (oligodendrocyte precursor cells; OPCs) und
Astrozyten. Nach der Zugabe von 10 ml mixed rat brain Medium wurden die Flaschen
erneut auf dem Schiittler mit 180 rpm bei 37°C flr 22 h inkubiert. AnschlieRend wurde das
Medium mit den sich abgelésten OPCs, Astrozyten und Mikrogliazellen in Petrischalen (9
10 cm) Uberflhrt und fir 20 min im Brutschrank bei 37°C, 5% CO2und 98% Luftfeuchtigkeit
inkubiert. Die Mikroglia hafteten nun an der Oberflache der Petrischale. Das Medium mit
den enthaltenen OPCs und Astrozyten wurde abgenommen und die Mikrogliazellen wurden
fur weitere 2 h in 10 ml mixed rat brain Medium bei 37°C, 5% CO- und 98% Luftfeuchtigkeit

inkubiert.

2.2.3 Isolation der Mikrogliazellen

Die Isolation der Mikrogliazellen erfolgte mittels Magnetic-Activated Cell Sorting System
(MACS) nach Herstellerangaben (Miltenyi Biotech) unter sterilen Bedingungen. Im ersten
Schritt wurde das Medium von den Petrischalen abgenommen und die Zellen wurden
einmal mit PBS gewaschen. Anschlie®end erfolgte die Zugabe von 3 ml Accutase pro
Schale und eine Inkubation bei 37°C, 5% CO2 und 98% Luftfeuchtigkeit fir 5 min. Nachdem
sich die Mikrogliazellen von der Oberflache gelést hatten, wurde pro Schale 4 ml
vorgewarmtes Mikroglia-Medium hinzugefugt, um die Reaktion der Accutase zu
neutralisieren. Die vorhandenen 7 ml aller Petrischalen wurden nun in ein 50 ml Falcon
Réhrchen (berfiihrt und bei 1200 rpm und 4°C fiir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgesaugt und das Zellpellet in 80 pl Puffer, bestehend aus PBS mit 0,5% Bovinem
Serumalbumin (BSA), resuspendiert. Nach der Zugabe von 20 ul CD11b/c rat Microbeads
wurde die Zellsuspension vorsichtig durchmischt und anschlieend fir 15 min bei 2-8°C
inkubiert. Nach Hinzugabe von 2 ml Puffer wurden die Zellen erneut in oben genannten
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Einstellungen zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und die Zellen in 500 pl Puffer

resuspendiert.

Nun erfolgte die magnetische Separation der Mikrogliazellen im MACS-Magneten. Zuerst
wurden 500 pl Puffer in die MS Saule pipettiert. Anschlieend wurde die Zellsuspension
durch die Saule laufen gelassen. Es folgten 3 Waschschritte mit jeweils 500 ul Puffer. Im
letzten Schritt wurde die Saule vom Separator genommen, auf ein neues Falcon gestellt, 1
ml Puffer auf die Saule gegeben und mit dem Spritzenkolben schnell herausgedruckt. Nach
einem weiteren Zentrifugationsschritt wurde die magnetische Separation, wie oben
beschrieben, wiederholt. Zur weiteren Kultivierung der Mikrogliazellen erfolgte eine erneute
Zentrifugation fiir 5 min bei 1200 rpm und 4°C. Der Uberstand wurde abgenommen und die
Zellen in 1 ml vorgewarmtem Mikroglia-Medium resuspendiert. Nach dem Zahlen in der
Thoma-Zeiss-Zahlkammer, konnten die Zellen je nach Experimentenaufbau ausplattiert

werden.

2.2.4 Kultivierung der Glioblastomzellen und Mikrogliazellen in Kokultur

Wie in Abb. 1 dargestellt, erfolgte die Kultivierung von humanen A-172 Glioblastomzellen
und primaren Rattenmikrogliazellen unter zwei verschiedenen Bedingungen. Nachdem die
Glioblastomzellen wie unter 2.2.1 beschrieben gesplittet und in 24-well Platten ausplattiert
worden waren, wurden die Zellen fir 24 h bei 37°C, 5% CO. und 91% Luftfeuchtigkeit
inkubiert. Fur die +MG-Bedingung wurden nun 100.000 Mikrogliazellen pro well direkt zu
den Glioblastomzellen hinzugegeben. In der *"MG-Bedingung wurden die Mikrogliazellen in
inserts mit einer PorengroRe von 3,0 um pipettiert, nachdem 100 pl Mikroglia-Medium
hineingegeben worden waren. Nach einer erneuten Inkubation von 24 h bei 37°C, 5% CO:

und 91% Luftfeuchtigkeit erfolgte die Stimulation der Zellen wie unter 2.2.6 beschrieben.
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Abb. 1: Versuchsaufbau Kokultur. Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus der Kokultur.
An Tag 1 werden humane A-172 Glioblastomzellen in die 24-well Platte tGberfiihrt und verbleiben im
Inkubator fur 24 h bei 37°C, 5% CO2 und 91% Luftfeuchtigkeit. An Tag 2 werden 100.000
Mikrogliazellen hinzugefligt, entweder direkt zu den Glioblastomzellen (+ MG) oder in inserts (* MG).
Nach einer erneuten Inkubation zu den genannten Bedingungen erfolgt an Tag 3 die Stimulation mit
rekombinantem HERV-W ENV Protein oder der Puffer-Kontrolle. Abbildung erstellt mit
https://BioRender.com.

2.2.5 Kultivierung fur Migrationsversuche

Fir die Migrationsversuche erfolgte zuerst die Ausplattierung in 24-well Platten von 100.000
Mikrogliazellen pro well und eine Inkubation von 24 h bei 37°C, 5% CO2 und 98%
Luftfeuchtigkeit. Die inserts mit einer Porengréf3e von 8,0 um wurden in der Vorbereitung
mit Matrigel beschichtet. Das Matrigel wurde in einer Endkonzentration von 166 pg/ml mit
einem Volumen von 90 pul pro insert verwendet. Die Ausbildung einer Membranmatrix
erfolgte nach einer Inkubation der inserts fur 1 h bei 37°C, 5% CO2und 91% Luftfeuchtigkeit.
Anschlieend wurden 50.000 Glioblastomzellen fur Kristallviolett Assays oder 5.000 fur die
Phalloidin-Farbung mit je 100 pl Glioblastom-Medium in die mit Matrigel beschichteten
inserts pipettiert (Abb. 2) und fur weitere 24 h bei 37°C, 5% CO> und 91% Luftfeuchtigkeit

inkubiert. Danach folgte die Stimulation wie unter 2.2.6 beschrieben.
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Abb. 2: Versuchsaufbau Migrationsversuche. Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus
fur Migrationsversuche. Mikrogliazellen werden in eine 24-well Platte ausplattiert und verbleiben flr
24 h bei 37°C, 5% CO2 und 98% Luftfeuchtigkeit im Inkubator. Anschlielend werden
Glioblastomzellen in die mit Matrigel beschichteten inserts mit einer Porengrofe von 8,0 uym
hinzugefligt. Abbildung erstellt mit https://BioRender.com.

2.2.6 Stimulation

Die Stimulation mit HERV-W ENV Protein der Glioblastomzell-Monokultur erfolgte nach
einer Inkubationszeit von 24 h der zuvor in einer 24-well Platte ausplattierten Zellen. Dazu
wurden rekombinantes HERV-W ENV Protein sowie die Puffer-Kontrolle in Glioblastom-
Zellkulturmedium auf eine Endkonzentration von 1000 ng/ml bzw. 5000 ng/ml verdinnt. Es
erfolgte ein Mediumwechsel und eine erneute Inkubation fir 24 bzw. 72 h bei 37°C, 5%
CO2 und 91% Luftfeuchtigkeit mit anschlieliender Lyse oder Fixierung. Die Konzentrationen
und Zeitpunkte der HERV-W ENV Protein Stimulation lehnten an vorherige Experimente
der Arbeitsgruppe mit Mikrogliazellen an (Kremer et al., 2019).

In der Glioblastom-Mikroglia-Kokultur sowie bei den Migrationsversuchen erfolgte die
Stimulation der Zellen mit 1000 ng/ml HERV-W ENV Protein an Tag 3 des Versuchsaufbaus
(Abb. 1). Die anschlieRende Inkubation bei 37°C, 5% CO, und 91% Luftfeuchtigkeit dauerte
24 h.

Zur Bestatigung der Aktivierbarkeit der Glioblastomzellen der Zelllinie A-172 wurden
Stimulationen mit Lipopolysaccharid (LPS) und Tumornekrosefaktor alpha (TNFA)
durchgefuhrt. LPS hat eine hohe Relevanz als Bestandteil der Zellmembran gramnegativer
Bakterien und ist in der Lage, Uber den Rezeptor TLR4 starke Immunreaktionen
auszulésen. Das Zytokin TNFA gehdrt neben IL6 und IL1b zu den wichtigsten

Entziindungsmediatoren mit systemischer Wirkung (Rassow J, 2022). Der Versuchsaufbau
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orientierte sich an aktuellen Studien (Han et al., 2017, Zhu et al., 2022). Das weitverbreitete
Losungsmittel Dimethylsulfoxid (DMSO) diente hierbei als Kontroll-Stimulanz. Die
Reagenzien wurden in Glioblastom-Medium verdunnt. Wahrend die Stimulation mit DMSO
(1 pg/ml) und TNFA (10 ng/ml) fir 24 h bei 37°C, 5% CO2 und 91% Luftfeuchtigkeit erfolgte,
wurden fir die Stimulation mit LPS (1 pg/ml) zwei unterschiedliche Bedingungen
angewendet. Erstens wurde eine Stimulation flir 4 h mit direkter Lyse oder Fixierung
durchgefuhrt und zweitens fand eine Prastimulation mit LPS statt, bei der nach 4 h auf
Glioblastom-Medium gewechselt und anschlie®end nach 20 h Inkubation bei 37°C, 5% CO:
und 91% Luftfeuchtigkeit fixiert bzw. lysiert wurde.

2.2.7 Nukleofektion von A-172 Glioblastomzellen

Die Nukleofektion von A-172 Glioblastomzellen erfolgte zur Erzeugung HERV-W ENV
Protein produzierender Glioblastomzellen mittels Cellline Nucleofector Kit T (Lonza). Pro
Transfektionsansatz wurden 1 Mio. A-172 Glioblastomzellen verwendet. Nach der
Zentrifugation bei 1200 rpm fiir 4 min wurde das Medium abgesaugt und die Zellen wurden
in 100 ul Plasmidlésung resuspendiert und in eine Kivette Uiberfuhrt. Die zuvor angesetzte
Plasmidlésung bestand aus 100 pl Transfektionsldsung und 2 ug DNA pro Ansatz (pV14
Env und pV14 Citrl). Die Nukleofektion erfolgte im Nucleofector® Il mit folgenden
Programmen: T-020, U-029 und X-005. Anschliefiend wurde 1 ml vorgewarmtes Medium
in jede Klvette hinzugegeben. Die transfizierten Zellen wurden in 24-well Platten mit einer
Dichte von 10.000 Zellen pro well ausplattiert und in den Brutschrank gestellt. Ein
Mediumwechsel erfolgte nach 24 h Inkubation bei 37°C, 5% CO2 und 91% Luftfeuchtigkeit.

2.3 Immunzytochemie

Fur die Durchfihrung von immunzytochemischen Farbungen mit der Technik der
Immunfluoreszenz wurden Glioblastomzellen (5.000 Zellen/well) in Monokultur oder in
Kokultur mit 100.000 Mikroglia (siehe Kapitel 2.2.4) auf Coverslips (4 13 mm) ausgesat.
Nach der Stimulation mit den oben genannten Reagenzien und Inkubation im Brutschrank
bei 37°C, 5% CO2 und 91% Luftfeuchtigkeit erfolgte die Fixierung. Dazu wurden die Zellen
einmal mit PBS gewaschen und mit 4% Paraformaldehyd (PFA) bei Raumtemperatur fur
10 min fixiert. Abschlieend erfolgten drei Waschschritte mit PBS.

Die weiteren Farbeschritte erfolgten in einer feuchten mit Farbepapier und Parafilm
ausgelegten Petrischale. Zur Blockierung unspezifischer Bindungsstellen und
Permeabilisierung wurde pro Coverslip 80 pl der entsprechenden Blockierungslésung

(Tabelle 1) aufgetragen und bei Raumtemperatur fir 40 min belassen. Anschlielend
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wurden die Primarantikorper in entsprechender Antikérperlésung (Tabelle 1) verdinnt und
mit einem Volumen von 80 ul pro Coverslip aufgetragen und tber Nacht bei 4°C inkubiert.
Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurden die Sekundarantikérper (1:500) sowie 4°,6-
Diamidino-2-phenylindol (DAPI) (1:100) zur Darstellung der Zellkerne mit PBS verdinnt und
fur 2 h bei Raumtemperatur im Dunkeln aufbewahrt. Auch das fluoreszenzkonjugierte
Phalloidin wurde fir die Ko-Farbung mit Anti-Iba-1 an dieser Stelle in einer Konzentration
von 1:500 hinzugegeben und fir 1 h im Dunkeln inkubiert. Abschlie3end erfolgten erneut
drei Waschschritte mit PBS und die Eindeckelung der Coverslips mit Citifluor Mounting

Medium.

Das Axioplan 2 Fluoreszenzmikroskop (Zeiss) mit Axiovision 4.2 Software (Zeiss) wurde
zur visuellen Darstellung der immunfluoreszierenden Farbungen genutzt. Zur jeweiligen
Auswertung wurden 6-9 reprasentative und zufallig ausgewahlte Bilder pro Coverslip in 20x
Vergroerung aufgenommen. Fur quantitative Analysen in der Glioblastom-Monokultur
wurden mittels ImageJ Software die positiven Zellen gezahlt und in Relation zu deren
Gesamtzellzahl (DAPI positive Zellen) gesetzt. In der Glioblastom-Mikroglia-Kokultur wurde
die Anzahl der BllI-Tubulin-positiven Zellen als Referenz fiir die Normalisierung verwendet.

Die Ergebnisse der quantitativen Analysen wurden in Prozent angegeben.

Die Phalloidin-Farbung der inserts im Rahmen der Migrationsversuche wurde in einer 24-
well Platte durchgefuhrt. Nach der wie zuvor beschriebenen Fixierung wurden die inserts
von innen mit einem Wattestabchen abgekratzt, um die nicht-migrierten Glioblastomzellen
zu entfernen. Anschlie®end wurde 100 ul des in PBS verdiinnten Phalloidins (1:500) in das
well gegeben und fir 1 h im Dunkeln inkubiert. Nach vier folgenden Waschschritten mit
PBS wurde die Membran der inserts vorsichtig ausgeschnitten und mit /mmu-mount
eingedeckelt. Reprasentative Bilder wurden am Laser Scanning Mikroskop (Zeiss LSM

510) in der Z-Ebene aufgenommen.
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Losung Zusammensetzung | Verwendung

Blockierungslosung | | PBS Anti-Ki-67
2% NGS
0,5% Triton X-100

Antikérperlésung | PBS
2% NGS
0,1% Triton X-100

Blockierungslosung Il | PBS Anti-BllI-Tubulin (Maus) + Anti-iINOS
10% NGS
0,5% Triton X-100

Antikorperldsung Il PBS
10% NGS
0,1% Triton X-100

Blockierungslosung Il | PBS Anti-BllI-Tubulin (Huhn
10% NGS Anti-BllI-Tubulin (Huhn
0,1% Triton X-100 Anti-BllI-Tubulin (Huhn
Anti-BllI-Tubulin (Huhn

+ GFAP
+ Anti-Ki-67
+ Anti-TLR4

~— N — ~—

Antikérperlosung lll PBS
10% NGS
0,03% Triton X-100

Blockierungslosung IV | PBS Anti-Iba-1 + Phalloidin
10% NDS
0,5% Triton X-100

Antikérperlésung IV PBS
10% NDS
0,1% Triton X-100

Tabelle 1: Zusammensetzung der Blockierungs- und Antikérperlésungen. Verschiedene
Lésungen zur immunzytochemischen Farbung und deren Zusammensetzung aus
phosphatgepufferter Kochsalzlésung (PBS), Normal Goat Serum (NGS) bzw. Normal Donkey Serum
(NDS) und Triton X-100 sind dargestellt.

2.4 Molekularbiologische Methoden

2.4.1 Isolation von Ribonukleinsaure

Fuar die Isolation von Ribonukleinsdure (RNA) wurde das RNeasy Mini Kit von Qiagen nach
Herstellerangaben verwendet. Es wurden 10.000 A-172 Glioblastomzellen pro well (1,9
cm?) in Triplets pro Bedingung und Zeitpunkt ausgesét. In der Kokultur erfolgte nun die
Zugabe von 100.000 Mikrogliazellen pro well, entweder direkt zu den Glioblastomzellen
(+MG) oder in inserts (PorengréfRe 3,0 um) (*MG). Nach der Stimulation und Inkubation der
Zellen wurde das Glioblastom-Medium abgenommen. Die inserts mit den Mikrogliazellen
wurden vor der Zelllyse entfernt. Die Zelllyse erfolgte mit insgesamt 350 pl RLT Lyse Puffer,
versetzt mit B-Mercaptoethanol (1:100) pro Bedingung, und dem mechanischen Abkratzen

der Zellen mit einer Pipettenspitze. Das jeweilige Lysat wurde in QlAshredder Saulen
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pipettiert und mit 14.000 rpm bei 4°C fir 1 min zentrifugiert. Im nachsten Schritt wurden 350
pl 70%iges Ethanol auf das Eluat gegeben und das Ethanol-Eluat Gemisch in die RNeasy
Saule Uberflhrt. Es erfolgte eine Zentrifugation bei 10.000 rpm und 4°C fir 1 min. Die RNA
wurde so an die Saule gebunden und das Eluat konnte entsorgt werden. Nun erfolgte ein
Waschschritt mit 350 yl RW1 Puffer und erneuter Zentrifugation. Nach Hinzugabe von 80
Ml DNAse-RDD Puffer Gemisch (10 ul DNAse in 70 ul RDD Puffer) erfolgte eine 15-minitige
Inkubation bei Raumtemperatur. Anschlie3end wurde 350 yl RW1 Puffer hinzugeftigt und
die Saule fur 1 min bei 10.000 rpm zentrifugiert. Es folgten zwei weitere Zentrifugationen in
voriger Einstellung, wobei je 300 ul RPE-Puffer verwendet wurden. Nach einer trockenen
Zentrifugation bei 14.000 rpm fur 1 min wurde 50 pyl RNAse free water auf die Saule
pipettiert und flr 4 min inkubiert. Abschliel3end erfolgte die letzte Zentrifugation bei 10.000
rpm far 1 min. Die Messung des RNA-Gehaltes fand am NanoDrop ND 1000 statt. Die RNA
wurde entweder bei -80°C gelagert oder direkt zur Durchfiuhrung der Synthese von

komplementarer Desoxyribonukleinsdure (cDNA) verwendet.

2.4.2 cDNA-Synthese

Fur die Reverse Transkription der isolierten RNA in cDNA wurde das High capacity cDNA
Reverse Transcription Kit (ThermoFisher Scientific) gemal den Angaben des Herstellers
verwendet. Dazu wurde ein Master Mix mit den in Tabelle 2 aufgefiihrten Reagenzien
angesetzt. Die RNA-Proben wurden mit RNAse free water bis zu einer
Gesamtkonzentration von 250 ng verdunnt. 10,2 ul des Master Mixes wurden anschlief3end

zu 19,8 pyl RNA-LGsung gegeben.

Die Reverse Transkription verlief dann in einem Thermocycler in definierten Schritten. Nach
dem ersten Schritt bei 25°C fir 10 min, folgte der zweite bei 37°C fir 120 min. Im letzten
Schritt wurden 85°C flr 5 s erreicht. AbschlieRend wurde die cDNA auf ein Volumen von

200 pl mit LiChrosolv® Wasser verdiinnt.

Reagenz Volumen in pl
10x RT Buffer 3

10x RT Random Primer 3

dNTP Mix 1,2

RNase Inhibitor 1,5

Reverse Transkriptase 1,5

Tabelle 2: Zusammensetzung cDNA Master Mix. Verschiedene Reagenzien und das genutzte
Volumen in Mikrolitern (pl) fur eine Probe.
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2.4.3 Real Time quantitative PCR

Die Real Time quantitative Polymerase Kettenreaktion (RT-gPCR) ist eine bedeutende
molekularbiologische Methode und dient dem Nachweis sowie der quantitativen
Bestimmung von DNA. Die RT-gPCR Analysen wurden mittels Power SYBR™ Green
Master Mix im ABI 7900 Fast-Real Time Gerat durchgefihrt. Die Primer wurden in einer
Endkonzentration von 15 pmol genutzt. Zuerst wurden 4 pl der verdinnten cDNA als
Duplikate in die auf Eis gestellte MicroAmp®Fast 96-well reaction Platte pipettiert.
Anschliefend wurden 16 pl des Power SYBR™ Green Master Mixes mit den zugehorigen
Primern (Tabelle 3) hinzugefugt, was ein Gesamtvolumen von 20 pl ergab. Die Messungen
erfolgten in folgenden definierten Schritten. Nach dem ersten Schritt bei 50°C fur 2 min
folgte der zweite bei 95°C fur 10 min. AnschlieBend wurden 40 Zyklen durchgefuhrt, welche
aus 60°C fur 1 min und 95°C flr 15 s bestanden.

Nach der Auftrennung der beiden DNA-Strange in Einzelstrange (Denaturierung) erfolgt die
Bindung der spezifischen Oligonukleotide (Annealing). Im Rahmen der Elongation wird
mithilfe der Polymerase ein neuer Molekllstrang aufgebaut. Die amplifizierte DNA-Menge
wird bei der hier genutzten Real Time Methode nach jedem Zyklus bestimmt. Der Farbstoff
SYBR Green fluoresziert, wenn er in DNA interkaliert und mit Licht angeregt wird, sodass
sich die gemessene Zunahme der Fluoreszenz proportional zur Steigerung der zu

amplifizierenden DNA verhalt.

Die Primersequenzen, welche mittels Primer Express 3.0.1 gebaut wurden, sind in Tabelle
4 aufgelistet. Als humanes Housekeeping Gen wurde Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH), als Ratten Housekeeping Gen Ornithin-Decarboxylase (ODC)
verwendet. Das Detektionslimit wurde hierbei fir Ct-Werte von > 35 definiert (Bustin et al.,
2009). Darlberhinausgehende detektierte Ct-Werte lassen keine verlasslichen Aussagen
Uber die Expression des jeweiligen Gens zu. Die relative Genexpression wurde mittels der
AA-Ct-Methode berechnet (Livak and Schmittgen, 2001).
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Reagenz Volumen in pl

Forward Primer 1,2
Reverse Primer 1,2
LiChrosolv® Wasser 3,6
Power SYBR™ Green Master Mix 10

Tabelle 3: Zusammensetzung Power SYBR Green Master Mix. Verschiedene Reagenzien und

das genutzte Volumen in Mikroliter (ul) fir eine Probe.

CACT

RT-gPCR Forward Sequenz Reverse Sequenz

Primer

Hu-ANXA1 GAA GAG AGA TCT GGC CAA | AGC AAA GCG TTC CGA AAA
AGA CA TC

Hu-ATF2 CCC TGT ACC AGG CCC ATT | CAA CAG GCA TGG TTT GTC
T CAT

Hu-CAP1 GCA CCC ATC TCA GAG CAG | TTG CTG CCT CGG TTC TTC
ATC TC

Hu-CD68 ACG CAG CAC AGT GGA CAT | GGG TGC TTG GAG ATC TCG
TC AA

Hu-CD80 GGG AAC ATC ACC ATC CAA | GCC AGC ACC AAG AGC TGA
GTG A

Hu-CFL1 CTGGGCCCCCGAGTCT CTT GGA GCT GGC ATA AAT

CATTT

Hu-CSF1 TTC AGC AAG AAC TGC AAC | TCA GGC TTG GTC ACC ACA
AAC A TC

Hu-CX3CL1 CGG CAAACG CGC AATC CGG GTC GGC ACA GAA CAG

Hu-CXCL12a GCC CGT CAG CCT GAG CTA | TGG CAA CAT GGC TTT CGA

A

Hu-EGF GAA TGC CAG CTG CAC AAA | ACAGGC GTC CAG CACACA
TACA

Hu-EGR3 CCG TGA CCT ACT TGG GAA | TGT CCT GGC ACC AGT TGG
AGTT A

Hu-GAPDH GTG GTC GTT GAG GGC AAT | CCA GGT GGT CTC CTC TGA

1.1 G CTTC

Hu-IL12a CCT TCA CCA CTC CCA AAA | TGT CTG GCC TTC TGG AGC
CCT AT

Hu-1L18 GCT GAA CCA GTA GAA GAC | CCA GGT TTT CAT CAT CTT
AAT TGC CAG CTA

Hu-IL1B ACG ATG CAC CTG TAC GAT | CAC CAA GCT TTT TTG CTG

TGAGT
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Hu-IL23a

TCT CCT TCT CCG CTT CAA
AAT C

GGC GGC TAC AGC CAC AAA

Hu-IL6 GCT GCA GGC ACA GAA CCA | GCT GCG CAG AAT GAG ATG
AG
Hu-1L4 TGG GTC TCA CCT CCC AAC | GCC GGC ACATGC TAG CA
TG
Hu-iNOS TGG ATG CAA CCC CAT TGT | CGCTGCCCCAGTTTTTGAT
C
Hu-Jun CGG AGA GGAAGC GCATGA | TTC CTT TTT CGG CAC TTG
GA
Hu-LIMK2 TGG GCT TCC AGG GTC AAG | ATG AAG GCC TCT GTG GGT
TTG
Hu-MCP-1 CAA GCA GAA TG GGT TCA | TCT TCG GAG TTT GGG TTT
GGAT GC
Hu-MCP-3 TGT GCT GAC CCC ACA CAG | TTT GGA GTT TGG GTT TTC
A TTGTC
Hu-MMP 14 TCA GGG TCC CCC ACC AAG | AAC AGA AGG CCG GGA GGT
A A
Hu-MMP2 CGT CTG TCC CAG GAT GA | ATG TCA GGA GAG GCC CCA
CATC TA
Hu-MMP9 CGC CAG TCCACC CTT GTG | CAG CTG CCT GTC GGT GAG
A
Hu-REST GAG GAG GAG GGC TGT TTA | GTC GTT AGG CAG GGC CAT
CCA T
Hu-SOCS3 CTC TGT CGG AAG ACC GTC | CGG CAGCTG GGT GAC TTT
AAC
Hu-Stat3 TCC TGG TGT CTC CAC TGG | TTCCGAATGCCTCCTCCTT
TCTA
Hu-TGFB1 GGG AAA TTG AGG GCT TTC | AGT GTG TTA TCC CTG CTG
G TCA CA
Hu-TLR4 GGC CAT TG C TGC CAA CAT | CAA CAA TCA CCT TTC GGC
TTITT
Hu-TNFA TGC TCCTCACCCACACCAT | GGA GGT TGA CCT TGG TCT
GGTA
Hu-VEGF CGA GGG CCT GGA GTG TGT | CGC ATA ATC TGC ATG GTG
ATG
Hu-WNT5a AGT GGC TTT GGC CAT ATT | ACC ACC AAG AAT TGG CTT
TTTC CAA
r-IL1B GAA ACA GCA ATG GTC GGG | AAG ACA CGG GTT CCA TGG
AC TG
r-1L6 GTT GTG CAA TGG CAA TTC | TCT GAC AGT GCA TCA TCG

TGA

CTG
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r-iNOS

CTC AGC ACA GAG GGC TCA
AAG

TGC ACC CAA ACA CCA AGG
T

TGTA

r-ODC1 GGT TCC AGA GGC CAA ACA | GTT GCC ACA TTG ACC GTG
TC AC
r-TNFA AGC CCT GGT ATG AGC CCA | CCG GAC TCC GTG ATG TCT

AAGT

Tabelle 4: Primersequenzen: Forward und Reverse Sequenzen der genutzten Primer.

2.5 TNFA Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

Zur quantitativen Analyse der TNFA Sekretion von humanen Glioblastomzellen der Zelllinie
A-172 wurde das Human TNF alpha Single Step ELISA Kit (Ab181421) benutzt. Alle
Schritte wurden nach Hersteller Angaben durchgefiihrt. Das Kit beruht auf der Sandwich-
ELISA Methode mit dem Ziel des spezifischen Nachweises und der quantitativen
Bestimmung von Proteinen. Dieser Test ist besonders sensitiv. Dabei ist ein flir humanes
TNFA spezifischer Primarantikorper an eine feste Phase gebunden, hier an eine 96-well
Platte. Nach Zugabe der Proben bindet TNFA an den auf der Platte gebundenen Antikorper.
Anschlie3end wird ein Detektionsantikérper hinzugegeben, der ebenfalls TNFA bindet und
an ein Enzym (Meerrettichperoxidase, HRP) gekoppelt ist. Tetramethylbenzidine (TMB)
wird nun als Substrat hinzugefligt, sodass das Enzym dieses umsetzen kann und eine blaue
Lésung entsteht. Nach Zugabe der Stopp Lésung, welche Schwefelsaure enthalt, kommt
es zu einer Farbanderung von blau nach gelb. Die Farbintensitat ist proportional zur Menge

an TNFA und kann durch den Vergleich mit der Standardreihe quantifiziert werden.

Zur Probengewinnung erfolgte der Versuchsaufbau wie unter 2.2.4 beschrieben. Es wurden
10.000 A-172 Glioblastomzellen in einer 24-well Platte ausgesat und fur 24 h bei 37°C, 5%
CO. und 91% Luftfeuchtigkeit inkubiert. AnschlieRend erfolgte in der +MG und *MG-
Bedingung die Zugabe von 100.000 Mikroglia und eine erneute Inkubation fir 24 h im
Brutschrank bei 37°C, 5% CO2 und 91% Luftfeuchtigkeit. Nun wurden die Zellen mit HERV-
W ENV Protein stimuliert (1000 ng/ml). Nach einer Inkubationszeit von 24 h bei 37°C, 5%
CO2 und 91% Luftfeuchtigkeit wurde 500 pl Uberstand pro Bedingung abgenommen und

bis zur weiteren Verwendung bei -30°C gelagert.

Zu Beginn wurde der Antikérpercocktail bestehend aus 300 pl 10X Capture-Antikérper, 300
Ml 10X Detektions-Antikérper und 2,4 ml Antibody Diluent 4BR vorbereitet. AuRerdem
wurde eine Standardreihe mit bekannten TNFA-Konzentrationen von 0 pg/ml bis 1000
pg/ml angesetzt. Die Proben wurden in einem Verhaltnis von 1:10 mit Sample Diluent NS
verdinnt. 50 yl der Proben bzw. des Standards wurden in Duplikaten in die 96-well Platte

pipettiert. AnschlieRend wurden 50 pl des Antikérpercocktails pro well hinzugefiigt. Es folgte
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die Inkubation fir 1 h bei Raumtemperatur auf einem Schduttler bei 400 rpm. Im Anschluss
wurde die Platte dreimal mit 350 pl 1X Wash Buffer PT gewaschen und zuletzt invertiert,
um unspezifisch gebundenes TNFA zu entfernen. Anschlielend wurde 100 ul der TMB
Development Solution pro well zugesetzt und im Dunkeln auf einem Schittler bei 400 rpm
fur 10 min inkubiert. Nun erfolgte die Hinzugabe von 100 ul der Stop Solution. Die Messung
der optischen Dichte erfolgte bei 450 nm im Infinite M200 Pro mittels Tecan i-control
Software (Version 1.7.1.12). Zur weiteren Auswertung wurden die Daten in Microsoft Excel
Ubertragen. Zur Quantifizierung von TNFA wurde zunachst eine Kalibrierungskurve mit den
bekannten TNFA-Konzentrationen der Standardreihe (0 pg/ml bis 1000 pg/ml) und den
dazugehdrigen gemessenen Intensitatssignalen erstellt. Die TNFA-Konzentrationen der
einzelnen Proben in yM konnten nach Verrechnung des Verdlinnungsfaktors anhand der

Kalibrierungskurve bestimmt werden.

2.6 Kiristallviolett-Assay

Um die Migration der humanen Glioblastomzellen A-172 zu messen, wurde das Crystal
Violet Cell Cytotoxicity Assay Kit von BioVision verwendet. Der Versuchsaufbau ist unter
2.2.5 (Migrationsversuche) beschrieben, anschlielRend folgte die Stimulation mit HERV-W
ENV Protein (1000 ng/ml) fur 24 h. Die Fixierung der inserts erfolgte mit 4% PFA fir 10 min
bei Raumtemperatur und drei anschlieRenden Waschschritten mit PBS. Die inserts wurden
aus der 24-well Platte enthommen und von innen mit einem Wattestdbchen abgekratzt,
sodass die nicht-migrierten Glioblastomzellen entfernt wurden. Anschlielend wurde die
Membran vorsichtig ausgeschnitten, halbiert und in eine 96-well Platte Uberflhrt. Die Zellen
wurden einmal mit 200 ul 1X Washing Solution gewaschen. Im nachsten Schritt wurde 50
Ml der Kristallviolett-Farbelésung, welche zuvor mit 11 ml Methanol angereichert worden
war, hinzugeflgt. Nach einer 20-mindtigen Inkubation bei Raumtemperatur wurde die
Farbelosung entfernt und es erfolgten vier Waschvorgange mit je 200 yl 1X Washing
Solution. Nach dem letzten Waschschritt wurde die Waschlésung grindlich entfernt und die
Membran fur 3-4 min an der Luft getrocknet. Anschliel3end wurde 100 pl der Solubilization
Lésung pro well hinzugefligt und die Platte in Alufolie auf einem Schdittler fur 20 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Messung der optischen Dichte erfolgte bei 570 nm im Infinite
M200 Pro mittels Tecan i-control Software (Version 1.7.1.12). Zur Steigerung der Prazision
fanden zwei Messungen an verschiedenen Positionen statt, um anschlieRend den
Mittelwert zu bestimmen. Zur weiteren Auswertung wurden die Daten in Microsoft Excel
ubertragen. Die Messwerte wurden zur Leerprobe normalisiert und in Relation zur

jeweiligen Kontrolle gesetzt.
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Abb. 3: Vorbereitung Kristallviolett-Assay. Schematische Darstellung der Vorbereitung zur
Durchfiihrung des Kristallviolett-Assays. Nicht migrierte Glioblastomzellen auf der Innenseite des
inserts (1) wurden vor der Farbung mit einem Wattestdbchen abgekratzt. Auf der Unterseite des
inserts (2) befinden sich die migrierten Glioblastomzellen. Abbildung erstellt mit
https://BioRender.com.

2.7 Statistik

Die erhobenen Daten werden in den folgenden Abbildungen mit dem Mittelwert und dem
Standardfehler des Mittelwertes (engl. standard error of the mean, SEM) dargestellt. Die
statistischen Analysen wurden mittels GraphPad PRISM 8.0.1 durchgefihrt. Die PCR-
Ergebnisse der HERV-W ENV Protein stimulierten Zellen in Mono- sowie in Kokultur wie
auch die ELISA-Daten wurden mittels zweifacher Varianzanalyse (engl. Two-way analysis
of variance, kurz: Two-way ANOVA) statistisch analysiert. Fir die PCR-Ergebnisse der
Stimulation mit LPS und TNFA wurde eine einfache Varianzanalyse (engl. One-way
analysis of variance, kurz: One-way ANOVA) durchgefihrt. Die Analyse der zur Kontrolle
relativierten Ki-67 Expression erfolgte mittels One-sample t-Test. Fir die relative
Migrationsrate wurde ebenfalls der One-sample t-Test angewandt. Es wurde ein
Signifikanzniveau von 5 % (a = 0,05) gewahlt, sodass sich folgende drei Gruppen fir
statistisch signifikante Unterschiede ergaben *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001. Nicht
signifikante Unterschiede werden mit n.s. nicht signifikant gekennzeichnet. n gibt die Anzahl

unabhangiger Experimente an.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Die Glioblastomzelllinie A-172 exprimiert neben BllI-Tubulin
den Hauptzielrezeptor fiir das HERV-W ENV Protein: TLR4

Da bekannt ist, dass Zelllinien bei jeder vorgenommenen Passagierung ihre genetische
Information verandern kénnen (Gstraunthaler and Lindl, 2021), erfolgte in einem ersten
Schritt dieses Dissertationsprojektes die Uberpriifung zentraler Eigenschaften der in
Passage 24 kommerziell erworbenen humanen Glioblastomzelllinie A-172. Mittels
immunzytochemischer Farbungen konnte die vorbekannte fehlende Expression von GFAP
in der Zelllinie A-172 (Kiseleva et al., 2016) bestatigt sowie die Expression des neuronalen
Markers BllI-Tubulin nachgewiesen werden (Abb. 4 A). Zudem war es von zentraler
Bedeutung zu Uberprifen, ob die humane Glioblastomzelllinie A-172 empfanglich fir das
HERV-W ENV Protein sein kann. Verschiedene Studien, sowohl in vitro als auch in vivo,
zeigten, dass das HERV-W ENV Protein mit seiner Oberflacheneinheit an TLR4 bindet,
woraufhin es nachfolgend zur Induktion des NFkB Signalweges in den jeweiligen Zielzellen
kommt (Rolland et al., 2006; Kremer et al., 2013). Immunzytochemische Farbungen von
unstimulierten A-172 Glioblastomzellen gegen TLR4 zeigten nach einer Inkubationszeit von

24 h eine deutliche, sowohl nukleare als auch zytoplasmatische Expression (Abb. 4 B).
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Abb. 4: Expressionsmuster von BllI-Tubulin und des HERV-W ENV Protein Hauptzielrezeptors
TLR4 in der humanen Glioblastomzelllinie A-172. Reprasentative Bilder von
immunzytochemischen Ko-Farbungen von unstimulierten A-172 Glioblastomzellen gegen (A) BllI-
Tubulin (grin) und GFAP (rot) und (B) BllI-Tubulin (griin) und TLR4 (rot) nach 24 h. Die Zellkerne
wurden mit DAPI (blau) gefarbt. Es zeigte sich eine Expression von BllI-Tubulin und des
Hauptzielrezeptors TLR4 fir das HERV-W ENV Protein, der sowohl nukledr als auch
zytoplasmatisch detektiert wurde. GFAP wurde hingegen von keiner Glioblastomzelle der Zelllinie A-
172 exprimiert. 20x Vergrélerung; Malistabsbalken: 50 um.
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3.2 Einfluss des HERV-W ENV Proteins auf das Verhalten der A-

172 Glioblastomzellen in der Monokultur

3.21 HERV-W ENV Protein beeinflusst das Genexpressionsverhalten der A-

172 Glioblastomzellen in der Monokultur nicht

Basierend auf der zuvor nachgewiesenen Expression von TLR4 in der Zelllinie A-172 und
der damit gegebenen Grundvoraussetzung fur eine mogliche Bindung des HERV-W ENV
Proteins, galt es nun, einen direkten Einfluss des HERV-W ENV Proteins auf das Verhalten
der A-172 Glioblastomzellen in der Monokultur zu untersuchen. Dazu erfolgte zunachst die
Analyse von Genexpressionsmustern mittels RT-gPCR. Um ein umfassendes Profil zu
charakterisieren, wurden dabei verschiedene Gene aus den folgenden Bereichen
untersucht: Inflammation, Tumorinvasivitat, Modulation der TME mit hierbei besonderem
Fokus auf den Glioblastom-Mikroglia-Crosstalk und Angiogenese. Die Zusammenfassung
der Ct-Werte aller untersuchten Gene von HERV-W ENV Protein exponierten (1000 ng/ml)
sowie kontrollstimulierten A-172 Glioblastomzellen nach 24 h gibt einen Uberblick Giber das
Genexpressionsverhalten (Abb. 5 A). Es zeigte sich, dass die Genexpression von TNFA,
iNOS, CD80, TGFB, CXCL12 und MCP-3 mit Ct-Werten um 35 in einem nicht
detektierbaren Bereich lag (Abb. 5 A) (siehe Material und Methoden, Kapitel 2.4.3).

Wahrend TNFA und /L6 typische proinflammatorische Marker reprasentieren (ldriss and
Naismith, 2000, Mihara et al., 2012), gehért MMP9 in den Bereich der Tumorinvasivitat
(Raeeszadeh-Sarmazdeh et al., 2020). MCP-1 und CSF1 spielen eine bedeutende Rolle
als chemotaktische Faktoren und beeinflussen die Modulation der TME (Leung et al., 1997,
Pyonteck et al., 2013). VEGF ist als wichtiges Signalmolekul der Angiogenese bekannt
(Carmeliet, 2005). In einem ersten Schritt wurden Genexpressionsanalysen von A-172
Glioblastomzellen durchgefihrt, die zuvor mit 1000 ng/ml HERV-W ENV Protein und
Kontrollpuffer flr 24 h exponiert worden waren. Unter dieser verwendeten Konzentration
von HERV-W ENV Protein, angelehnt an vorherige Studien der Arbeitsgruppe mit
Mikrogliazellen (Kremer et al., 2019), zeigte sich keine Anderung der Genexpression in den
eingangs genannten Genen (Abb. 5 B-G). Da sich Glioblastomzellen und Mikrogliazellen in
ihrem Zelltyp grundlegend unterscheiden und fur eine suffiziente Stimulation der
Glioblastomzellen modglicherweise eine hohere Konzentration bzw. ein langerer
Expositionszeitraum notwendig sein kdnnte, wurde die Stimulationskonzentration auf 5000
ng/ml erhéht sowie der Analysezeitpunkt auf 72 h verlangert. Auch unter den veranderten

Bedingungen konnte zwischen kontrollstimulierten Glioblastomzellen und HERV-W ENV
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Protein exponierten Glioblastomzellen keine Anderung der Genexpression induziert werden
(Abb. 5 B-G).

Ferner wurden weitere Stimulationen der A-172 Glioblastomzelllinie mit HERV-W ENV
Protein in Konzentrationen von 7500 ng/ml und 10.000 ng/ml Uber einen Zeitraum von bis
zu 72 h durchgefiihrt. Auch hier konnten keine Anderungen im Genexpressionsmuster der

in Abb. 5 B-G analysierten Gene detektiert werden (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 5: Analyse der Genexpression von HERV-W ENV Protein stimulierten A-172
Glioblastomzellen. (A) Uberblick aller durch RT-gPCR Analysen ermittelten Ct-Werte
verschiedener Gene von HERV-W ENV Protein stimulierten (1000 ng/ml) sowie kontrollstimulierten
A-172 Glioblastomzellen in der Monokultur zum Zeitpunkt 24 h. Die Gene sind in die Bereiche
Inflammation (griin), Tumorinvasivitat (grau) und Modulation der TME (blau) eingeteilt. VEGF ist
zudem ein typisches Angiogenese-Signalmolekul (schwarz). Markiert ist ein Ct Wert von 35, ab dem
die Genexpression als nicht detektierbar angesehen und nachfolgend als nicht aussagekraftig
gewertet wurde. (HK=Housekeeping). (B-G) RT-gPCR Analysen von HERV-W ENV Protein
stimulierten (1000 ng/ml und 5000 ng/ml) A-172 Glioblastomzellen zeigten nach 24 h und 72 h keine
signifikanten Veranderungen in der Genexpression von Genen assoziiert mit (B-C) Proinflammation,
(D) Tumorinvasivitat, (E-F) der Modulation der TME und (G) der Angiogenese verglichen mit
kontrollstimulierten A-172 Glioblastomzellen. Die abgebildeten Daten (B-G) stammen aus drei
unabhangigen Experimenten pro Bedingung (n=3) und sind als Mittelwerte £+ SEM dargestellt. (B-G)
Two-way ANOVA und Tukey post hoc Test: n.s. nicht signifikant.
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3.2.2 HERV-W ENV Protein fiihrt zu einer verminderten Proliferationsrate in

A-172 Glioblastomzellen in der Monokultur

Die Proliferation stellt einen wichtigen funktionalen Marker zur Beurteilung der Dignitat von
Tumoren dar (Hanahan and Weinberg, 2011). Daher war es von groflem Interesse zu
untersuchen, ob das HERV-W ENV Protein einen Einfluss auf die Proliferationsrate von A-
172 Glioblastomzellen ausibt. Hierzu wurden immunzytochemische Farbungen gegen den
Proliferationsmarker Ki-67 durchgefuhrt, der mitotische Zellen identifiziert. Die Exposition
zu HERV-W ENV Protein Uber 24 h fuhrte in A-172 Glioblastomzellen zu einer signifikanten

Reduktion der zur Kontrolle relativen Ki-67 Expression um 11 % (Abb. 6).
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Abb. 6: HERV-W ENV Protein senkt die Proliferationsrate der A-172 Glioblastomzellen. (A, A')
Immunzytochemische und quantitative Analysen von HERV-W ENV Protein stimulierten und
kontrollstimulierten (1000 ng/ml) A-172 Glioblastomzellen gegen Ki-67 (rot) zeigten nach 24 h eine
signifikant verminderte relative Ki-67 Expression um 11% durch HERV-W ENV Protein. Die Zellkerne
wurden mit DAPI (blau) gefarbt. (A) Dargestellt ist der Mittelwert der relativen Ki-67 Expression +
SEM aus n=8 unabhangigen Experimenten. One-sample t-Test: * p < 0,05; 20x VergréRerung;
MalRstabsbalken: 50 ym. Abbildung modifiziert nach Reiche et al. 2024.



3.3 LPS induziert die Expression proinflammatorischer Gene und
moduliert TME-Marker

Nachdem die Stimulation mit HERV-W ENV Protein in unterschiedlichen Konzentrationen
und zu verschiedenen Zeitpunkten keine Veranderungen in der Genexpression von
Glioblastomzellen der Zelllinie A-172 gezeigt hatte, war es nun von Interesse zu Uberprifen,
ob die Zelllinie prinzipiell auf andere Stimulanzien reagiert, und vor allem, ob eine
Aktivierbarkeit spezifisch tiber den TLR4 Signalweg erreicht werden kann. Eine Studie aus
dem Jahr 2017 zeigte, dass eine LPS-Stimulation in Glioblastomzellen aus Ratten- und
humanen Zelllinien nachfolgend zu einer Expression und Sekretion proinflammatorischer
Zytokine fuhrte (Han et al., 2017). In Bezug auf diese Studie wurden nun Stimulationen mit
LPS, einem bekannten Aktivator des TLR4 Signalweges durchgefiihrt. Parallel dazu
wurden ebenfalls Stimulationen mit dem proinflammatorischen Zytokin TNFA (10 ng/ml, 24
h) ausgefuhrt. Als Kontrollbedingung erfolgte hier eine Stimulation mit DMSO (1 ug/ml, 24
h). Es konnte mittels RT-qPCR Analysen (Abb. 7 B-E) gezeigt werden, dass eine
Stimulation der A-172 Glioblastomzellen mit LPS tber 4 h (1 pg/ml) zu einer signifikanten
Induktion von proinflammatorischen Markern wie TNFA (Abb. 4 B) und /L6 (Abb. 7 C) fihrte.
Auch die relative Genexpression von CSF1 wurde durch die vierstiindige LPS-Stimulation
signifikant induziert (Abb. 7 E). Die relative Genexpression von MCP-1 stieg ebenfalls durch
die vierstundige LPS-Stimulation an, allerdings statistisch nicht signifikant (Abb. 7 D). Eine
LPS-Prastimulation fir 4 h mit einem anschlieRenden Wechsel auf Glioblastom-Medium fur
weitere 20 h zeigte hingegen keine Effekte in den genannten Genen (Abb. 7 B-E, pra-LPS).
Weiterhin konnte eine deutliche Induktion der Genexpression von MCP-1 und CSF1,
Modulatoren der TME, nach 24-stiindiger TNFA-Exposition detektiert werden (Abb. 4 D-E).

Parallel zu den Genexpressionsanalysen wurden immunzytochemische Farbungen von
dieser Versuchsreihe durchgefiihrt (Abb. 7 A). Eine BllI-Tubulin-TLR4-Ko-Farbung zeigte
eine deutliche BllI-Tubulin sowie TLR4 Positivitat der A-172 Glioblastomzellen in allen vier
Bedingungen (Abb. 7 A).
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Abb. 7: LPS induziert in A-172 Glioblastomzellen die Genexpression proinflammatorischer
Gene und moduliert Gene der TME. Dargestellt sind (A) reprasentative Bilder
immunzytochemischer Farbungen und (B-E) RT-qPCR Analysen von DMSO (1 pg/ml, 24 h), LPS (1
pg/ml, 4 h) und TNFA (10 ng/ml, 24 h) stimulierten, sowie mit LPS prastimulierten A-172
Glioblastomzellen (4 h LPS 1ug/ml, dann Wechsel auf Glioblastom-Medium fiir weitere 20 h). Die
Stimulation mit DMSO diente als Kontrolle. (A) Immunzytochemische Ko-Farbungen der A-172
Glioblastomzellen gegen BlII-Tubulin (griin) und TLR4 (rot) zeigten in allen vier Bedingungen eine
deutliche Expression von TLR4 und BllI-Tubulin. Die Zellkerne wurden mit DAPI (blau) gefarbt. 20x
VergréRerung; Malstabsbalken 50 um. (B-E) Es zeigte sich eine signifikante Induktion der
Genexpression der inflammatorischen Gene TNFA und IL6 (B, C) sowie von CSF1 (E) nach
vierstiindiger LPS-Stimulation. Die TNFA-Stimulation fihrte zu einer signifikanten Hochregulation
der Genexpression von Genen, assoziiert mit der Modulation der TME (D, E). Dargestellt sind die
Mittelwerte + SEM aus n=3 unabhangigen Experimenten. One-way ANOVA und Dunnett post hoc
Test: *** p < 0,001; ** p < 0,01; n.s. nicht signifikant.



3.4 Einfluss des HERV-W ENV Proteins auf das Verhalten von A-

172 Glioblastomzellen in der mikroglialen Kokultur

Es ist bekannt, dass die Glioblastom-Homdostase stark von der TME abhangt (Tao et al.,
2023). Mikrogliazellen sind hirnstandige Makrophagen, die den TLR4 Rezeptor sowohl an
ihrer Zelloberflache als auch im Zytoplasma exprimieren und ein wesentlicher Bestandteil
der TME sind (Hambardzumyan et al., 2016). Basierend darauf war es von Interesse, ob
und inwieweit die A-172 Glioblastomzellen auf eine Exposition mit dem HERV-W ENV
Protein reagieren, wenn a) ein direkter oder b) ein indirekter Kontakt zu Mikrogliazellen
besteht.

Wahrend in der +MG-Bedingung ein direkter Kontakt zwischen humanen Glioblastomzellen
und primaren Mikrogliazellen der Ratte bestand, waren die verschiedenen Zelltypen
hingegen in der *MG-Bedingung durch inserts mit einer Porengréf3e von 3,0 ym getrennt.
So konnte der Einfluss von sezernierten Faktoren ohne einen direkten Zell-Zell-Kontakt
untersucht werden. Hierzu wurden immunzytochemische Ko-Farbungen von
kontrollstimulierten Glioblastom- und Mikrogliazellen fur 24 h gegen den Aktinfilament-
Marker Phalloidin und IBA1, das spezifisch von Mikrogliazellen exprimiert wird,
durchgefihrt (Abb. 8 A). In der +MG-Bedingung liel3en sich die Mikrogliazellen durch deren
deutliche Positivitat fur IBA1 von den Glioblastomzellen differenzieren. Ein zusatzliches
visuelles Unterscheidungsmerkmal ist die GréRe der Zellkerne, die sich bei Mikrogliazellen
deutlich kleiner darstellen. Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass in der *"MG-Bedingung
keine IBA1 positiven Mikrogliazellen durch das insert migrieren, sodass in dieser Bedingung
ein direkter Zell-Zellkontakt zwischen Glioblastom- und Mikrogliazellen ausgeschlossen
werden konnte (Abb. 8 A, *MG).

Da in der Kokultur, vor allem in der +MG-Bedingung, ein direkter Kontakt zwischen zwei
Zelltypen unterschiedlicher Spezies bestand, wurde zunachst die Spezifitat der
verwendeten Primer fur die RT-qPCR Analysen uberpruft. In Abbildung 5 B und B* sind
anhand von Ct-Werten die Genexpressionsprofile sowohl von Ratten und humanen
Housekeeping Genen (fur Ratte: ODC, fur human: GAPDH) als auch von
inflammatorischen Genen (IL6, IL1B, iNOS, TNFA) in HERV-W ENV Protein (1000 ng/ml)
und kontrollstimulierter Mono- und Kokultur zum Zeitpunkt 24 h gemeinsam dargestellt. In
der Glioblastom-Monokultur (-MG) befand sich die Genexpression der Ratten-Gene in
einem nicht detektierbaren Bereich. Bei Betrachtung der Ratten-Genexpression in der
+MG-Bedingung fiel bei den proinflammatorischen Genen eine Verschiebung der Ct-Werte
in Bereiche hoherer Genexpression auf (Abb. 8 B, +MG). In der *MG-Bedingung
verschoben sich die Ct-Werte in Richtung des gesetzten Detektionslimits (Abb. 8 B, *MG).
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Das humane Housekeeping Gen GAPDH zeigte sowohl in der Mono- als auch in der
Kokultur eine stabile Genexpression (Abb. 8 B). Interessanterweise zeigten sich in der
+MG-Bedingung Unterschiede der Ct-Wertverteilung zwischen den beiden Spezies, wobei
die Ct-Werte der Rattengene in einem Bereich mit héherer Genexpression lagen (Abb. 8 B,
B, +MG).
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Abb. 8: Darstellung der Kokultur der humanen A-172 Glioblastomzellen und der Ratten-Mikro-
gliazellen sowie Spezifitat der genutzten Primer. (A) Reprasentative Bilder immunzytochemischer
Ko-Farbungen gegen Phalloidin (grin) und den mikroglialen Marker IBA1 (rot) von
kontrollstimulierten A-172 Glioblastomzellen (1000 ng/ml, 24 h) in Monokultur (-MG) sowie in
direktem Zellkontakt mit Mikrogliazellen (+MG) und mit durch inserts getrennten Mikrogliazellen
(*MG) zeigten die erfolgreiche Trennung der Glioblastom- und Mikrogliazellen in der *MG-
Bedingung. Die Zellkerne wurden mit DAPI (blau) gefarbt. 20x VergréRerung; Maflstabsbalken: 50
um. (B, B*) Uberblick der Genexpression anhand der Ct-Werte von Ratten (B) und humanen- (B)
Housekeeping Genen sowie inflammatorischen Genen (TNFA, iNOS, IL1B und IL6) in der mit HERV-
W ENV Protein und kontrollstimulierten (1000 ng/ml) Glioblastom-Monokultur (-MG) sowie in der
Kokultur (+MG, *MG) nach 24 h. In der -MG Bedingung befanden sich die Ct-Werte der gemessenen
Rattengene > 35. Es zeigte sich in der +MG-Bedingung eine deutliche Induktion der
proinflammatorischen Rattengene, die sich von den Ct-Werten der humanen Gene unterschied. In
der *MG-Bedingung verschoben sich die Ct-Werte der Rattengene in einen nahezu undetektierbaren
Bereich. Markiert ist ein Ct-Wert von 35, ab dem die Genexpression als nicht mehr detektierbar
angesehen wurde. (MG=Mikroglia, HK=Housekeeping).
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3.4.1 HERV-W ENV Protein fiihrt zu Anderungen der Genexpression der A-

172 Glioblastomzellen in der mikroglialen Kokultur

Ahnlich dem Vorgehen in der Monokultur, wurden auch in der mikroglialen Kokultur in einem
ersten Schritt Genexpressionsanalysen von HERV-W ENV Protein exponierten
Glioblastomzellen (1000 ng/ml, 24 h) durchgefuhrt. Analog zu Abb. 5 A stellen Abb. 9 A und
A‘ anhand von Ct-Werten einen Uberblick der Expressionsprofile aller untersuchten Gene
in der mikroglialen Kokultur, getrennt nach Kontrollgruppe (Abb. 9 A) und HERV-W ENV
Protein Exposition (1000 ng/ml), zum Zeitpunkt 24 h (Abb. 9 A’) dar. Dabei ist zu beachten,
dass die Genexpressionsmessungen der +MG- und *MG-Bedingung zusammengefasst
wurden. Wie zuvor sind die Gene in die Bereiche Inflammation, Tumorinvasivitat, TME-
Modulation und Angiogenese aufgeteilt. Im Bereich Inflammation konnte gezeigt werden,
dass sich die Genexpression von TNFA und IL1B durch die HERV-W ENV Protein
Exposition (1000 ng/ml) aus einem nicht detektierbaren (Ct-Werte > 35) in einen
detektierbaren Bereich mit Ct-Werten < 30 verschob. Auch bei den inflammatorischen
Markern IL6 und iINOS kam es durch die Stimulation mit HERV-W ENV Protein zu einer
Verschiebung der Ct-Werte in Bereiche mit héherer Genexpression. Ebenfalls im Bereich
der Tumorinvasivitat fiel vor allem MMP9 mit einer Verschiebung der Ct-Werte in Bereiche
mit einer hdheren Genexpression auf. Die Ct-Werte der Ubrigen Gene aus dem Bereich der
Tumorinvasivitdt befanden sich zwar alle in einem detektierbaren Bereich, es konnten
allerdings keine Veranderungen der Expressionsprofile durch die Stimulation mit HERV-W
ENV Protein gemessen werden. Interessanterweise wiesen MCP-1 und MCP-3, welche
eine bedeutende Rolle in der Modulation der TME spielen, eine deutliche Anderung der
Genexpression durch die Exposition mit HERV-W ENV Protein auf. Als Signalmolekul der
Angiogenese zeigte VEGF eine stabile Genexpression mit Ct-Werten um 27 ohne
Anderung durch HERV-W ENV Protein Exposition.
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Abb. 9: Anderung der Genexpression von A-172 Glioblastomzellen in mikroglialer Kokultur
unter HERV-W ENV Protein Exposition. (A, A‘) Uberblick der durch RT-qgPCR Analysen ermittelten
Ct Werte verschiedener Gene mit (A) Kontroll-Puffer sowie (A) HERV-W ENV Protein (1000 ng/ml)
stimulierten A-172 Glioblastomzellen in mikroglialer Kokultur (+MG und *MG) zum Zeitpunkt 24 h.
Die Gene sind in die Bereiche Inflammation (griin), Tumorinvasivitat (grau), Modulation der TME
(blau) und Angiogenese (schwarz) eingeteilt. Exemplarisch fur eine deutliche Verschiebung der Ct-
Werte in niedrigere Bereiche durch die HERV-W ENV Protein Stimulation sind die Gene MCP-1,
MMP9 und TNFA mit Pfeilen gekennzeichnet. Markiert ist ein Ct-Wert von 35, ab dem die
Genexpression als nicht detektierbar angesehen wird. (HK = Housekeeping).
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Es wurde bereits anhand von Ct-Werten gezeigt, dass die Stimulation mit HERV-W ENV
Protein von A-172 Glioblastomzellen in mikroglialer Kokultur in einigen Genen zu einer
héheren Genexpression flhrte (Abb. 9). Nun war es von erheblichem Interesse zu
untersuchen, wie genau sich die relative Genexpression ausgewahlter Gene aus den
Bereichen Inflammation (Abb. 10 A-D), Tumorinvasivitat (Abb. 10 E), Modulation der TME
(Abb. 10 F-G) und Angioneogenese (Abb. 10 H) verandert. Es erfolgte die Stimulation mit
HERV-W ENV Protein (1000 ng/ml) und Kontrollpuffer fur 24 h. Generell konnte in den
Bedingungen mit mikroglialem Kontakt (+MG, *MG) eine vermehrte Genexpression der
untersuchten Marker in mit HERV-W ENV Protein stimulierten Kokulturen im Vergleich zur
Monokultur ohne Mikroglia gemessen werden. In direktem Mikroglia-Kontakt (+MG) zeigte
sich unter HERV-W ENV Protein Exposition eine signifikante Hochregulation der relativen
Genexpression der Glioblastomzellen von Markern assoziiert mit Proinflammation (Abb. 10
A-D), Tumorinvasivitat (Abb. 10 E) und Modulation der TME (Abb. 10 F-G) im Vergleich zur
jeweiligen Kontrolle. In der Kokultur mit direktem Mikroglia Kontakt (+MG) stieg die relative
IL1B Genexpression signifikant von 2,25 in der Kontrollbedingung auf 45,78 unter HERV-
W ENV Protein Stimulation. Bei Betrachtung der TNFA-Genexpression (Abb. 10 A) fiel
ebenfalls eine signifikante Hochregulation der Expression von 1,12 in der Kontrollgruppe
zu 104,47 unter HERV-W ENV Stimulation auf. Auch bei indirektem Mikroglia-Kontakt
(*MG) fuhrte die Exposition der Glioblastomzellen zu HERV-W ENV Protein zu einer
signifikanten Induktion der Genexpression von TNFA, iNOS, IL1B, MMP9, MCP-1 und
CSF1 im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle (Abb. 10 A, B, D-G). Die relative CSF1-
Genexpression stieg unter HERV-W ENV Protein Stimulation signifikant von 1,07 auf 8,41
an. Interessanterweise zeigten die analysierten Marker héhere Genexpressionsprofile in
direktem Zell-Zell-Kontakt (+MG) als in indirektem Zellkontakt Gber das zirkulierende
Medium (*MG). Hierbei war ein signifikanter Unterschied zwischen der +MG-Env und *MG-
Env-Bedingung bei iNOS, IL6 und IL1B nachweisbar (Abb. 10 B, C, D). Die VEGF-
Expression blieb auch in mikroglialer Kokultur von der HERV-W ENV Protein Stimulation
unbeeinflusst (Abb. 10 H).
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Abb. 10: Genexpressionsprofile von A-172 Glioblastomzellen in mikroglialer Kokultur unter
HERV-W ENV Protein Exposition. (A-H) RT-gPCR Analysen von HERV-W ENV Protein
stimulierten (1000 ng/ml) A-172 Glioblastomzellen in Monokultur (-MG) sowie in direktem Mikroglia-
Kontakt (+MG) und mit Mikrogliazellen in inserts (*MG) zum Zeitpunkt 24 h. Die Ergebnisse zeigten
in Kokultur unter HERV-W ENV Protein Exposition eine Induktion der Genexpression von Markern
assoziiert mit Proinflammation (A-D), Tumorinvasivitat (E) und der Modulation der TME (F-G). (H)
Die Genexpression von VEGF als Marker der Angiogenese blieb hingegen unbeeinflusst. Die Daten
sind als Mittelwerte £ SEM dargestellt und stammen von n=5 unabhangigen Experimenten (A, B, D-
G), n= 4 unabhangigen Experimenten (C) und n=3 unabhangigen Experimenten (H). Two-way
ANOVA und Tukey post hoc Test: *** p < 0,001; ** p < 0,01; * p < 0,05; n.s. nicht signifikant
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3.4.2 HERV-W ENV Protein fiihrt in der mikroglialen Kokultur zu keiner

Induktion von iNOS oder einer vermehrten Sekretion von TNFA

Auf Genexpressionsebene konnte unter HERV-W ENV Protein Exposition eine Induktion
der proinflammatorischen Gene iINOS und TNFA in A-172 Glioblastomzellen in der
mikroglialen Kokultur detektiert werden (Abb. 10 A, B). Um zu untersuchen, inwieweit diese
Ergebnisse auch auf Proteinebene reproduzierbar sind, erfolgten immunzytochemische Ko-
Farbungen gegen iNOS und BllI-Tubulin von HERV-W ENV Protein stimulierten (1000
ng/ml) A-172 Glioblastomzellen in der Monokultur sowie in direktem und indirektem
Zellkontakt mit primaren Rattenmikrogliazellen zum Zeitpunkt 24 h (Abb. 11 A). Wie schon
aus friheren Studien zur Exposition von Mikroglia gegeniiber dem HERV-W ENV Protein
bekannt ist (Kremer et al., 2019), konnte eine deutliche Induktion der iINOS-Expression von
Mikrogliazellen in Kontakt zu dem HERV-W ENV Protein detektiert werden. Die A-172
Glioblastomzellen zeigten in allen Bedingungen eine geringe iNOS-Grundexpression ohne
Anderung durch HERV-W ENV Exposition (Abb. 11 A).

Weiterhin wurde mittels ELISA basierter Messungen die TNFA-Sekretion unter Exposition
mit HERV-W ENV Protein (1000 ng/ml) sowohl in der Glioblastom-Mono- als auch in der
Kokultur zum Zeitpunkt 24 h quantifiziert (Abb. 11 B). Die Ergebnisse zeigten keine
signifikanten Unterschiede in der TNFA-Sekretion der A-172 Glioblastomzellen unter den

verschiedenen Bedingungen.
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Abb. 11: HERV-W ENV Protein fiihrt auf Proteinebene zu keiner Induktion der
proinflammatorischen Marker iNOS und TNFA in A-172 Glioblastomzellen in Mono- und
mikroglialer Kokultur. (A) Bilder immunzytochemischer Ko-Farbungen von HERV-W ENV Protein
stimulierten (1000 ng/ml, 24 h) A-172 Glioblastomzellen in Monokultur (- MG) sowie in direktem
Mikroglia-Kontakt (+ MG) und in indirektem Kontakt zu Mikrogliazellen (* MG) gegen iNOS (rot) und
BHI-Tubulin (grun). Die Zellkerne wurden mit DAPI (blau) gefarbt. Wahrend in den Glioblastomzellen
in allen Bedingungen eine schwache Grundexpression von iNOS nachweisbar war (Pfeilkpfe), kam
es in Mikrogliazellen durch HERV-W ENV Protein zu einer starken Induktion von iNOS (Pfeile). 20x
VergréRerung; Mallstabsbalken: 50 ym (B) ELISA-basierte Analysen zeigten keine signifikanten
Unterschiede in der TNFA-Sekretion von HERV-W ENV Protein stimulierten (1000 ng/ml, 24 h) und
kontrollstimulierten A-172 Glioblastomzellen, sowohl in der Monokultur als auch in der mikroglialen
Kokultur. Dargestellt ist der Mittelwert £ SEM aus n=4 unabhangigen Messungen. Two-way ANOVA
mit Tukey post hoc Test: n.s. nicht signifikant.
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3.4.3 HERV-W ENV Protein fiihrt zu einer Induktion der Proliferationsrate der

A-172 Glioblastomzellen in indirektem Mikrogliakontakt

In der Glioblastom-Monokultur konnte durch HERV-W ENV Protein Exposition eine
verminderte Proliferationsrate im Vergleich zur Kontrolle verzeichnet werden (Abb. 6).
Daher war es von grof3em Interesse zu untersuchen, welchen Einfluss HERV-W ENV
Protein auf die Proliferation in mikroglialer Kokultur hat. Hierzu wurden die
Glioblastomzellen sowohl in direktem (+MG) als auch in indirektem Mikrogliakontakt (*MG)
mit HERV-W ENV Protein (1000 ng/ml) fur 24 h stimuliert. Es erfolgten
immunzytochemische Farbungen gegen Ki-67, sowie gegen Blll-Tubulin zur sicheren
Identifikation der Glioblastomzellen (Abb. 12 A‘). Quantitative Analysen ergaben eine
signifikante Steigerung der relativen Anzahl der Ki-67 positiven Zellen durch die Exposition
zu HERV-W ENV Protein in A-172 Glioblastomzellen, die einen indirekten Kontakt zu
Mikrogliazellen hatten. Wahrenddessen konnte in direktem Mikrogliakontakt keine

Anderung der Proliferationsrate gezeigt werden (Abb. 12 A).
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Abb. 12: Anderung der Proliferationsrate von A-172 Glioblastomzellen in mikroglialer
Kokultur unter HERV-W ENV Protein Stimulation. (A) Quantitative Analysen der A-172
Glioblastomzellen in indirektem mikroglialen Kontakt (*MG) zeigten einen signifikanten Anstieg der
relativen Anzahl der Ki-67 positiven Zellen unter HERV-W ENV Protein Stimulation (1000 ng/ml,
24 h). In direktem Mikrogliakontakt (+MG) konnte keine signifikante Anderung der Ki-67 Expression
unter HERV-W ENV Protein Stimulation (1000 ng/ml, 24 h) verzeichnet werden. (A‘) Reprasentative
Bilder immunzytochemischer Farbungen gegen Ki-67 (rot) und BllI-Tubulin (griin) von HERV-W ENV
Protein stimulierten (1000 ng/ml, 24 h) A-172 Glioblastomzellen in direktem Mikroglia-Kontakt (+MG)
und mit Mikrogliazellen in inserts (*MG). Die Zellkerne wurden mit DAPI (blau) gefarbt. Dargestellt
ist der Mittelwert + SEM aus n=5 unabhangigen Experimenten. 20x VergroRerung; Malstabsbalken:
50 ym; One-sample t-Test: * p < 0,05, n.s. nicht signifikant. Abbildung modifiziert nach Reiche et al.

2024.
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3.4.4 HERV-W ENV Protein fiihrt zu keiner Anderung des Migrations-

verhaltens der A-172 Glioblastomzellen in indirektem Mikrogliakontakt

Eine wichtige Eigenschaft von Tumorzellen ist die Migration und die damit verbundene
Invasivitat (Hanahan and Weinberg, 2000). Um den Einfluss von HERV-W ENV Protein auf
die Migration von A-172 Glioblastomzellen zu untersuchen, wurden Versuche mit
Transwell-Kammern durchgefuhrt. Da die bisher durchgefuhrten Studien eine Reaktion der
Tumorzellen auf das HERV-W ENV Protein nur in Kontakt mit Mikroglia zeigten, wurden die
Migrationsversuche mit indirektem mikroglialen Kontakt durchgefuhrt. Um die Migration der
Glioblastomzellen durch die inserts zu visualisieren, wurde eine Phalloidin Farbung der A-
172 Glioblastomzellen auf inserts angefertigt (Abb. 13 A). Es zeigte sich, dass trotz des
Abkratzens mit einem Wattestabchen eine gewisse Anzahl an Glioblastomzellen am Rand

des inserts zurtickblieb (Abb. 13 A'-1). Die Grenze wurde im Bild markiert.

Um die Migrationsrate der A-172 Glioblastomzellen zu quantifizieren, wurden Kristallviolett-
Assays durchgefihrt. Die durchschnittliche relative Migrationsrate der Glioblastomzellen
unter HERV-W ENV Protein Stimulation (1000 ng/ml, 24 h) zeigte keine signifikante
Anderung im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 13 B).
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Abb. 13: Unverdndertes Migrationsverhalten von A-172 Glioblastomzellen in indirektem
Kontakt zu Mikroglia unter HERV-W ENV Protein Exposition. (A) Ausgewahlte Bilder
immunzytochemischer Farbungen von HERV-W ENV Protein stimulierten (1000 ng/ml, 24 h) A-172
Glioblastomzellen gegen Phalloidin (rot) zeigten unter 1 die nicht-migrierten Zellen, nachdem das
Innere des inserts mit einem Wattestdbchen abgekratzt worden ist, und unter 2 die migrierten
Glioblastomzellen auf der Unterseite des inserts. 10x VergrélRerung. Malstabsbalken: 50 ym. (B)
Quantitative Analyse von Kristallviolett-Assays ergaben keine signifikante Anderung der
Migrationsrate. Dargestellt ist die durchschnittliche Migrationsrate relativiert zur Kontrolle unter
Angabe des SEM aus n=6 unabhangigen Experimenten. One-sample t-Test: n.s. nicht signifikant
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4 DISKUSSION

Das Glioblastom ist der haufigste primare maligne ZNS-Tumor des Erwachsenen und hat
als ZNS-WHO Grad 4 Tumor trotz multimodaler Therapie eine sehr schlechte Prognose mit
einem medianen Uberleben von unter zwei Jahren (Schaff and Mellinghoff, 2023). Es ist
bekannt, dass die Glioblastom-Homdostase stark von der TME abhangt und sich beide
gegenseitig beeinflussen (Hambardzumyan et al., 2016). In den letzten Jahren gab es
immer mehr Hinweise, dass HERVs an der Pathogenese verschiedener Erkrankungen
beteiligt sind, darunter MS (Perron et al., 1989), ALS (Douville et al., 2011), Diabetes
mellitus Typ 1 (Levet et al., 2019), aber auch viele Tumorerkrankungen (Bannert et al.,
2018). Zu den aktivsten HERV-Familien gehoért neben HERV-K, welche bei der
Karzinogenese verschiedener Tumoren eine Rolle spielt (Salavatiha et al., 2020), auch die
Familie HERV-W, die bisher vor allem mit der Pathogenese der MS in Zusammenhang zu
stehen scheint (Perron et al.,, 2005, Kremer et al., 2019). In Vorarbeiten zu diesem
Dissertationsprojekt konnte erstmals eine vermehrte HERV-W ENV Protein Expression in
Gliomen im Vergleich zu nicht-neoplastischen Hirngewebsproben nachgewiesen werden
(Reiche et al., 2024). Interessanterweise wurde im Glioblastom HERV-W ENV Protein im
Speziellen in Makrophagen und Mikroglia innerhalb der TME detektiert (Reiche et al., 2024).
Daher war es Rahmen dieses Dissertationsprojektes von groRem Interesse zu
untersuchen, ob und inwieweit das HERV-W ENV Protein in der Lage ist, das Verhalten
von Glioblastomzellen sowohl allein als auch in einer Kokultur mit Mikrogliazellen, in
direktem und indirektem Kontakt, zu beeinflussen. Hierbei wurde initial spezifisch die
Zelllinie A-172 experimentell charakterisiert. Bemerkenswerterweise scheint die
Glioblastom-Homoostase vor allem tber Mikrogliazellen vermittelt auf die Exposition des
HERV-W ENV Proteins Regulationen aufzuweisen. Die Erkenntnisse, welche im Rahmen
der hier abgehandelten Dissertationsarbeit dargestellt werden, bildeten den Grundstein fur
ein nachfolgendes Dissertationsprojekt, das weitere geeignete Glioblastom-Zelllinien auf
diese Dynamik untersuchte (Plaack, 2025), und fuhrten letztendlich zur erfolgreichen
Publikation der gewonnenen Daten (Reiche et al., 2024).
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4.1 Kein Einfluss des HERV-W ENV Proteins auf die

Genexpression der A-172 Glioblastomzellen in Monokultur

Dass HERVs in der Pathogenese von Tumorerkrankungen eine Rolle spielen, ist
inzwischen vielerlei belegt; wie genau diese Rolle aussieht, ist hingegen noch weitgehend
unbekannt. Es gibt auf der einen Seite Hinweise fir tumorunterstiitzende Funktionen,
beispielsweise flhrt die Expression von HERV-K (HML-2) ENV Protein zu einer Aktivierung
des RAS/ERK-Signalweges und fordert somit nachweislich die Tumorgenese in
Brustkrebszellen (Zhou et al., 2016); auf der anderen Seite sind HERVs allgemein in der
Lage das Immunsystem zu aktivieren und so antitumorale Effekte, wie zum Beispiel eine
zytotoxische T-Zellantwort, auszuldsen (Rycaj et al., 2015, Alcazer et al., 2020, Gao et al.,
2021, Muller et al., 2022).

Daher wurde im ersten Teil dieses Dissertationsprojekts der generelle und direkte Einfluss
des HERV-W ENV Proteins auf die Glioblastom-Homdostase der kommerziell erworbenen
humanen Zelllinie A-172 in Monokultur untersucht. Die Zelllinie A-172 wurde als fir dieses
Projekt geeignet bewertet, da sie TLR4 exprimiert (Abb. 4 B), welcher nachweislich mit dem
Ko-Rezeptor CD14 an der Vermittlung der inflammatorischen Antwort von HERV-W ENV
Protein beteiligt ist (Rolland et al., 2006). Weiterhin konnten im Vorfeld durchgefiuhrte
Analysen der Forschungsgruppe eine endogene HERV-W ENV Protein Expression in der
A-172 Glioblastomzelllinie ausschlief’en (Reiche et al., 2024). Mdgliche aussagekraftige
Gene aus den Bereichen Inflammation, Tumorinvasivitidt, Modulation der TME und
Angiogenese wurden unter verschiedenen Stimulationskonzentrationen von HERV-W ENV
Protein (1000 ng/ml und 5000 ng/ml) sowie zu zwei Zeitpunkten (24 und 72 h) analysiert,
um eine Aussage zur Regulation des viralen Proteins machen zu kénnen (Abb. 5). Die
Konzentrationen und Zeitpunkte der HERV-W ENV Protein Exposition orientierten sich an
vorherigen Studien der Arbeitsgruppe an primaren Mikrogliazellen der Ratte im Rahmen
der MS-Forschung (Kremer et al., 2019). Es konnte gezeigt werden, dass in A-172
Glioblastomzellen die Expression von TNFA, IL6, MMP9, MCP-1, CSF1 und VEGF von
einer Exposition zu HERV-W ENV Protein in unterschiedlichen Konzentrationen nahezu
unbeeinflusst blieb (Abb. 5 B-G). Interessanterweise lag die relative Genexpression des
proinflammatorischen Zytokins TNFA in einem nahezu nicht-detektierbaren Bereich, was
auf eine insgesamt niedrige Expression des Zielgens hindeutet. Zudem ist die TNFA-
Genexpression durch eine hohe Streuung gekennzeichnet (Abb. 5 A), moéglicherweise
bedingt durch eine unterschiedliche Reaktion der A-172 Glioblastomzellen auf die HERV-
W ENV Protein Exposition. Daher ist die nahezu verdoppelte Expressionsrate unter HERV-

W ENV Protein Exposition mit einer Konzentration von 5000 ng/ml zum Zeitpunkt 24 h im
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Vergleich zur Kontrolle nur als deutlicher Trend zu bewerten, da ihm die statistische
Relevanz fehlt (Abb. 5 B). Auch die Genexpression der chemotaktischen Faktoren CSF1
und MCP-1 bleibt in A-172 Glioblastomzellen in Monokultur durch eine Exposition zu
verschiedenen Konzentrationen HERV-W ENV Protein statistisch unbeeinflusst, auch wenn

sich eine tendenzielle Steigerung der Genexpression abzeichnet (Abb. 5 E, F).

Dass das HERV-W ENV Protein keinen Einfluss auf die Expression ausgewahlter Gene
aus den Bereichen Inflammation, Invasivitat, TME-Modulation und Angiogenese in der A-
172 Glioblastomzell-Monokultur zu haben scheint, konnte in anderen humanen
Glioblastomzelllinien (LN229, U87 und T98), ebenfalls beobachtet werden (Reiche et al.,
2024, Plaack, 2025). Eine mogliche Erklarung fur die fehlende Reaktion der
Glioblastomzellen auf eine HERV-W ENV Protein Exposition trotz Vorhandensein des TLR4
Rezeptors konnten regulatorische Mechanismen in den Tumorzellen sein, die die
Signalkaskade hemmen, beispielsweise eine Mutation oder das Fehlen des Ko-Rezeptors
CD14. Glioblastome sind allgemein durch eine erhdohte chromosomale Instabilitat
gekennzeichnet und weisen haufig strukturelle und numerische Chromosomenanomalien
auf, was zur Einschrankung normaler zellularer Funktionen fuhren kann (Mazzoleni et al.,
2024). Des Weiteren konnte eine unzureichende Stimulationseffizienz oder eine
Veranderung der Zelllinie durch zunehmende Passagierung eine Rolle spielen. Auflerdem
muss bedacht werden, dass das HERV-W ENV Protein die Genexpression von
Glioblastomzellen in anderen bislang nicht analysierten Genen aus den genannten
Bereichen beeinflussen konnte, weshalb in weiterfihrenden Experimenten eine
vollstdndige Transkriptomanalyse durch RNA-Sequenzierungsverfahren angestrebt

werden sollte.

4.2 Einfluss des HERV-W ENV Proteins auf die A-172

Glioblastomzellen in mikroglialer Kokultur

Nachdem demonstriert werden konnte, dass die humane Zelllinie A-172 auf externe Stimuli
wie LPS und TNFA reagiert (Abb. 7), war weiterhin eine generelle Aktivierbarkeit dieser
Zelllinie anzunehmen. Daher galt sie fur weitere Untersuchungen als geeignet. In
Vorarbeiten dieses Projektes konnte HERV-W ENV Protein vor allem in Mikrogliazellen der
TME nachgewiesen werden (Reiche et al., 2024). Darlber hinaus konnte in Arbeiten der
Forschungsgruppe gezeigt werden, dass das HERV-W ENV Protein Mikrogliazellen
aktiviert und zur Pathogenese der MS beitragt (Kremer et al., 2019, Gruchot et al., 2023,
Gruchot et al., 2025). Vor diesem Hintergrund war es von entscheidender Bedeutung zu
untersuchen, ob HERV-W ENV Protein einen Einfluss auf Glioblastomzellen in

Anwesenheit von Mikrogliazellen auslbt. Zu diesem Zweck wurden zwei unterschiedliche
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Kokultur-Bedingungen analysiert, um festzustellen, ob sich die Effekte von HERV-W ENV
Protein unterscheiden, abhangig davon, ob Mikroglia- und Glioblastomzellen direkt tber
Zell-Zell-Kontakte interagieren kénnen (+MG) oder indirekt Gber parakrine Signalwege

kommunizieren (*MG).

Zu Beginn der Studien mit humanen A-172 Glioblastomzellen und kokultivierten primaren
Ratten-Mikrogliazellen wurde die Spezifitdt der genutzten Primer bestatigt (Abb. 8 B, BY).
Gerade fur die +MG-Bedingung, bei der ein direkter Zellkontakt zwischen Glioblastom- und
Mikrogliazellen bestand, war dies von essenzieller Bedeutung, um eine Fehimessung
auszuschlieen und eine sichere Aussage Uber die Genexpression in humanen
Glioblastomzellen treffen zu konnen. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass in der *MG-
Bedingung eine Trennung der beiden verschiedenen Zellgruppen bestand (Abb. 8A) und
so ein indirekter Zellkontakt Uber die Sekretion verschiedener I6slicher Faktoren wie
Zytokine oder Chemokine angenommen werden kann. Die HERV-W ENV Protein
Exposition wurde in den Versuchen in mikroglialer Kokultur mit einer Konzentration von
1000 ng/ml fortgefuhrt, nachdem eine Erhdhung der Stimulationsdosis in der Monokultur
keine Anderungen ergeben hatte und andere Studien der Forschungsgruppe an primaren
Mikrogliazellen der Ratte im Rahmen der MS Forschung eine ausreichende Aktivierbarkeit
der Mikrogliazellen unter einer Exposition zu 1000 ng/ml HERV-W ENV Protein gezeigt
hatten (Kremer et al., 2019).

Im Bereich der Inflammation kam es durch HERV-W ENV Protein Exposition zu einer
signifikant erhdhten Genexpression der proinflammatorischen Zytokine TNFA, iNOS, IL6
und IL1B in A-172 Glioblastomzellen in direktem und indirektem Mikrogliakontakt (Abb. 10
A-D). TNFA foérdert Tumorprogression und Angiogenese in Glioblastomen und fuhrt unter
anderem durch eine gesteigerte IL6 Synthese zu vermehrtem Tumorwachstum und
Invasivitat (Tanabe et al., 2010, Mostofa et al., 2017, Ulasov et al., 2023). Zudem
beeinflusst TNFA die Immunantwort, indem die Expression von MHC-I Molekilen gesteigert
wird (Sovrea et al., 2022). Allgemein flhren inflammatorische Zytokine Uber den NFkB
Signalweg zu einer gesteigerten INOS Expression in Tumorzellen (Fukumura et al., 2006).
Die Isoform iINOS wird in Glioblastomzellen Gberexprimiert und ist mit Tumorprogression
und Resistenzen gegen TMZ assoziiert (Merenzon et al., 2023). IL6 ist ein multifunktionales
Zytokin, reguliert Inflammationsprozesse, die Akute-Phase-Reaktion und wirkt unter
anderem Uber den JAK/STAT3 Signalweg (Mihara et al., 2012, West et al., 2018). Zudem
hat IL6 in Glioblastomen einen entscheidenden férdernden Einfluss auf Tumorproliferation,
Angiogenese und Invasivitat (Goswami et al., 1998, Wang et al., 2009, Li et al., 2010),
indem es etwa eine Hochregulation der Expression von MMP9 induziert (Liu et al., 2010b).

IL6 scheint somit eine Verbindungsfunktion zwischen den Bereichen Inflammation und
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Tumorinvasivitat einzunehmen. IL1B wird primar von aktivierten myeloischen Zellen
produziert und ist an der Pathogenese des zerebralen Odems beteiligt (Herting et al., 2019).
Zudem ist die erhdhte IL1B Expression in Glioblastomen mit Tumorprogression und einem
reduzierten Gesamtlberleben assoziiert (Yeung et al.,, 2013, Chen et al.,, 2023). Bei
Betrachtung der Genexpression der inflammatorischen Gene iNOS, /L6 und /L1B konnte
ein signifikanter Unterschied zwischen der +MG/ENV und der *MG/ENV Bedingung
detektiert werden, mit einer hdheren Genexpression in der +MG/ENV Bedingung (Abb. 10
B-D). Dies lasst darauf schlieRen, dass HERV-W ENV Protein Uber den direkten Zellkontakt
zwischen Mikrogliazellen und Tumorzellen einen starkeren Einfluss auf die Genexpression
der A-172 Glioblastomzellen auszuuben scheint als Uber den indirekten Kontakt Gber das
zirkulierende Medium. Eine mdgliche Rolle kdnnten dabei Gap Junctions und Connexine
spielen, welche essenzielle Funktionen in der Zell-Zel-Kommunikation im ZNS
Ubernehmen (Sanchez et al., 2020, Sharma et al., 2023).

Aufgrund des zuvor beschriebenen starken Einflusses des HERV-W ENV Proteins auf die
Genexpression von inflammatorischen Zytokinen in A-172 Glioblastomzellen in mikroglialer
Kokultur, war es anschlieRend von groltem Interesse die Regulation proinflammatorischer
Proteine weiter zu untersuchen. Entgegen der Annahme konnte in A-172 Glioblastomzellen
in Monokultur sowie in mikroglialer Kokultur nur eine schwache iNOS-Grundexpression
dargestellt werden ohne Anderung der Expression unter HERV-W ENV Protein Exposition
(Abb. 11 A). Weiterhin konnte HERV-W ENV Protein vermittelt keine Anderung der TNFA-
Sekretion gezeigt werden (Abb. 11 B). Auch in der Studie von Reiche et al., dort mittels
Zytokin-Sekretions-Assay untersucht, blieb die TNFA-Sekretion in der A-172 Zelllinie von
HERV-W ENV Protein unbeeinflusst (Reiche et al.,, 2024). Translationale und
posttranslationale Dysregulationen, darunter beispielsweise Histon-Modifikationen oder
Non-coding RNA, sind in Tumoren bekannt und kénnten eine mégliche Erklarung fir die
Diskrepanz zwischen mRNA und Proteinlevel sein (Vaklavas et al., 2017, Isachesku et al.,
2023). Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass durch HERV-W ENV Protein
Exposition die TNFA-Sekretion in T98 Zellen erhoht und in LN229 Zellen vermindert wird
(Reiche et al., 2024). Dies verdeutlicht die Heterogenitdt der humanen Glioblastom-

Zelllinien (Plaack, 2025), worauf im Verlauf naher eingegangen wird.

Im Bereich der TME-Modulation zeigten besonders die chemotaktischen Gene CX3CL1,
CSF1, MCP-1 und MCP-3 durch die Exposition mit HERV-W ENV Protein in mit Mikroglia
kokultivierten A-172 Glioblastomzellen eine deutlich héhere Genexpression (Abb. 9 und
10). Sowohl in direktem als auch in indirektem Mikrogliakontakt konnte eine signifikante
Hochregulation von MCP-1 und CSF1 unter HERV-W ENV Protein Exposition dargestellt
werden (Abb. 10 F, G), was sich fir MCP-1 auch mittels Zytokin-Sekretions-Assay
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darstellen liel® (Reiche et al., 2024). Die genannten Faktoren werden im Glioblastom von
Tumorzellen als Reaktion auf inflammatorische und tumorférdernde Signale wie IL6 und
IL1B ausgeschittet (Buonfiglioli and Hambardzumyan, 2021). Es ist zudem bekannt, dass
die Tumorprogression von starken Interdependenzen zwischen TAMs und
Glioblastomzellen gepragt ist (Sharma et al., 2023). Schliel3lich ist anzunehmen, dass die
HERV-W ENV Protein Exposition eine Expression proinflammatorischer Faktoren in
Mikrogliazellen induziert (Kremer et al., 2019, Plaack, 2025), die dann nachfolgend zur
erhdhten Expression von Genen, assoziiert mit einer protumoralen TME-Modulation, in A-

172 Glioblastomzellen fihren konnte.

Insbesondere beim Glioblastom, das durch ein extrem invasives Wachstum
gekennzeichnet ist, spielen Faktoren, die die Tumorinvasivitat fordern, wie beispielsweise
MMPs, eine entscheidende Rolle. MMPs sind Endopeptidasen mit hydrolytischer Aktivitat
und kénnen zum Abbau der EZM fuhren (Rao, 2003). Wahrend MMP9 und MMP2 zu den
Gelatinasen gehdren, ist MMP14 membrangebunden (Raeeszadeh-Sarmazdeh et al.,
2020). Eine erhohte Expression von MMP9 in Glioblastomen kann unter anderem durch IL6
(Liu et al., 2010b), IL33 (Zhang et al., 2017) oder astrocyte elevated gene-1 (AEG-1) (Liu
et al., 2010a) hervorgerufen werden. Interessanterweise konnte in A-172 Glioblastomzellen
in mikroglialer Kokultur durch HERV-W ENV Protein Exposition eine signifikante
Hochregulation der Genexpression von MMP9 verzeichnet werden (Abb. 10 E), wahrend
die Genexpression von MMP2 und MMP14 durch das HERV-W ENV Protein unbeeinflusst
blieb (Abb. 9). Es konnte allerdings ein stabiles und hohes Expressionslevel von MMP2 und
MMP14, unabhangig von einer HERV-W ENV Protein Exposition, beobachtet werden (Abb.
9). Zu einem vergleichbaren Ergebnis kamen Liu et al., die in ihrer in vitro Studie zeigten,
dass eine Stimulation mit IL6 zu einer erhéhten Expression von MMP9 in zwei Glioblastom-
Zelllinien fuhrte, aber keinen Einfluss auf die MMP2 Expression hatte (Liu et al., 2010b).
Eine Rolle kénnte dabei etwa der unterschiedliche Aktivierungsmechanismus der
verschiedenen MMPs spielen (Nakada et al., 2003, Tanaka and Sakamoto, 2023).

VEGF nimmt eine Schllsselfunktion in der Angioneogenese in Tumoren ein und fihrt zur
Kapillaraussprossung und Bildung dysfunktionaler Gefalle (Carmeliet, 2005).
Interessanterweise blieb die Genexpression von VEGF auch in mikroglialer Kokultur von
einer HERV-W ENV Protein Stimulation unbeeinflusst (Abb. 10 H); es zeigte sich aber ein
stabiles Expressionslevel (Abb. 9). Eine mogliche Erklarung kdnnte sein, dass die VEGF-
Expression in der TME vor allem Uber Hypoxie reguliert wird, die im Rahmen dieses
Dissertationsprojektes nicht induziert wurde (Abou Khouzam et al., 2020, Park and Lee,
2022).
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass das HERV-W ENV Protein via Mikrogliazellen
einen hin zu Tumorprogression modulierenden Effekt auf die Expression von Genen aus
den Bereichen Inflammation, Tumorinvasivitat und TME in A-172 Glioblastomzellen
auszulben scheint. Es konnte gezeigt werden, dass eine Mikroglia-abhangige
Tumorprogression durch HERV-W ENV Protein auch in den humanen Glioblastomzelllinien
T98 und LN229 besteht (Reiche et al., 2024). Dies lasst Mikrogliazellen als moégliche
Zielstrukturen fur die weitere Entwicklung von Therapieoptionen gegen das Glioblastom in
den Fokus rucken. Bei Analyse der Proteinsekretion konnten insgesamt durch HERV-W
ENV Protein Stimulation ahnliche Tendenzen wie bei der Genexpression in den
Glioblastomzelllinien festgestellt werden (Reiche et al., 2024). Bei naherer Betrachtung
einzelner Proteine zeigten sich jedoch in den verschiedenen Zelllinien unterschiedliche
Reaktionsmuster auf eine HERV-W ENV Protein Exposition, wie zuvor bei TNFA
beschrieben (Reiche et al., 2024, Plaack, 2025).

4.3 Einfluss des HERV-W ENV Proteins auf zellulare Funktionen
der A-172 Glioblastomzellen

Maligne Tumorzellen sind durch eine unkontrollierte und gesteigerte Proliferation
gekennzeichnet (Hanahan and Weinberg, 2000). In der Literatur gibt es Hinweise, dass
ENV Proteine einiger HERV-Familien die Zellproliferation in verschiedenen Tumoren
steigern (Sahu et al., 2022), beispielsweise HERV-K ENV Protein in Brustkrebs (Zhou et
al., 2016). Es ist zudem bekannt, dass die TME, insbesondere der Glioblastom-Mikroglia-
Crosstalk, einen steigernden Einfluss auf die Tumorproliferation ausubt (Matias et al.,
2018). Der genaue Mechanismus ist aber nicht abschlieBend geklart. Eine mdgliche
Methode die Proliferation zu quantifizieren, ist der Ki-67 Index, der in Glioblastomen mit
einem reduzierten Gesamtuberleben assoziiert ist (Tini et al., 2023). Wahrend die HERV-
W ENV Protein Exposition in A-172 Glioblastomzellen in Monokultur zu einer verminderten
Proliferation fuhrte (Abb. 6 A‘), konnte in indirektem Mikrogliakontakt ein signifikanter
Anstieg der relativen Ki-67 Expression durch HERV-W ENV Protein verzeichnet werden
(Abb. 12 A, *MG). In direktem Mikrogliakontakt blieb die Proliferationsrate von HERV-W
ENV Protein jedoch unbeeinflusst (Abb. 12 A, +MG). Diese Ergebnisse zeigen, dass HERV-
W ENV Protein auch Effekte ausiiben kann, wenn Glioblastomzellen nur in indirektem
Kontakt zu Mikrogliazellen stehen und verdeutlichen die Relevanz der parakrinen
Zellkommunikation.  Weitere  Forschung mit  ergdnzenden  Methoden  zur
Proliferationsanalyse, beispielsweise mittels BrdU-Assay (5-Brom-2'-Desoxy-Uridin), ware

im Hinblick auf den Einfluss von HERV-W ENV Protein auf die Proliferation relevant.
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In den humanen Glioblastomzelllinien T98 und LN229 zeigte sich sowohl in Mono- als auch
in mikroglialer Kokultur keine signifikante Anderung der Proliferationsrate unter HERV-W
ENV Protein Exposition (Reiche et al., 2024). Grund dafir kénnten spezifische
Eigenschaften der verschiedenen Zelllinien sein, wodurch erneut die Heterogenitat der
humanen Glioblastomzelllinien verdeutlicht wird (Plaack, 2025). Bislang gibt es keine
wissenschaftliche Studie, die einen direkten Vergleich der humanen Glioblastomzelllinien
A-172, T98, LN229 und U87 bezuglich ihrer genetischen und funktionalen Eigenschaften
durchflhrte; wenige Studien beleuchten jedoch die Charakteristika einzelner Zelllinien
(Kiseleva et al., 2016, Diao et al., 2019, Demircan et al., 2021).

Die Migration von Tumorzellen ist der Ausgangspunkt fir Gewebsinvasion und gehort zu
den ,Hallmarks of cancer* (Hanahan and Weinberg, 2000). Auf Genebene spielen MMPs
dabei eine bedeutende Rolle. Da die Exposition mit HERV-W ENV Protein zu einer
signifikanten Induktion der Genexpression von MMP9 in A-172 Glioblastomzellen in
mikroglialer Kokultur fihrte (Abb. 10 E), war es von grof3em Interesse zu untersuchen, ob
HERV-W ENV Protein einen Einfluss auf das Migrationsverhalten von Glioblastomzellen in
indirektem Kontakt zu Mikroglia hat. Allerdings wurde keine Anderung der Migrationsrate
durch HERV-W ENV beobachtet. (Abb. 13 B). Eine Erklarung kénnte das in vitro Modell
selbst sein, in dem nur ein indirekter Kontakt zu Mikroglia Gber das Medium bestand.
Transwell-Assays sind weit verbreitet und stellen ein etabliertes Verfahren dar, um
Zellmigration zu untersuchen, jedoch vereinfachen sie die in vivo Situation allerdings stark
(Manini et al., 2018). Die Glioblastom Infiltration und Migration der Zellen sind komplexe
Prozesse, die vor allem auf dem Zusammenspiel der Tumorzellen mit der TME und dem
umliegenden Gewebe beruhen. Glioblastomzellen migrieren meist als individuelle Zellen
entlang vorhandener Gehirnstrukturen, wie perivaskular oder im Subarachnoidalraum
(Manini et al., 2018). Auf Zellebene kommt es bei der Migration von Glioblastomzellen
Integrin- und CD44 vermittelt zu einem Zusammenspiel der Zytoskelett-Proteine Aktin und
Myosin (Anderson et al., 2024). Die Tumorinvasivitat wird von verschiedenen Faktoren
beeinflusst. Dazu gehdéren nicht nur die in dieser Dissertationsarbeit untersuchten
Glioblastomzellen und Mikroglia, sondern auch Endothelzellen und Astrozyten. Des
Weiteren spielen Komponenten der EZM und Hypoxie-induzierte Mechanismen eine Rolle
(Erices et al., 2023). Es ware zukulnftig von erheblichem Interesse den Einfluss des HERV-
W ENV Proteins auf die Migration der Glioblastomzellen in direktem Kontakt zu
Mikrogliazellen zu analysieren. Coniglio et al. haben ein 3D-Matrix Transwell-Modell
etabliert, in dem Fluoreszenz-markierte Glioblastomzellen und Mikroglia mittels
Fluoreszenzmikroskopie auf der Unterseite des Filters quantifiziert werden. Dabei zeigte

sich eine Steigerung der Migration der Glioblastomzellen in direktem Kontakt zu Mikroglia
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(Coniglio et al.,, 2016). Weitere Modelle, um die Migration zu beurteilen, waren
beispielsweise ex vivo Modelle oder sogenannte Spharoide, selbstorganisierte
Zellaggregate (Watkins et al., 2014, Manini et al., 2018, Jo et al., 2024). Interessanterweise
konnte mittels Scratch-Assay eine gesteigerte Migrationsgeschwindigkeit in T98
Glioblastomzellen in Kontakt zu Mikroglia unter HERV-W ENV Protein Exposition
festgestellt werden, wahrend diese in A-172 und LN229 Zellen unbeeinflusst blieb (Reiche
et al., 2024). Dies macht erneut deutlich, wie wichtig es ist im Feld der
Glioblastomforschung verschiedene Zelllinien parallel zu untersuchen, um diese besser zu

charakterisieren und vergleichen zu konnen.

Insgesamt zeigen sich bei Betrachtung funktionaler Parameter Tendenzen, dass HERV-W
ENV Protein via Mikroglia zu einer gesteigerten Proliferation und Migration in

Glioblastomzelllinien fuhren kdnnte (Reiche et al., 2024).

4.4 Limitationen und Ausblick

In diesem Dissertationsvorhaben wurde der Einfluss des HERV-W ENV Proteins auf die
Glioblastom-Homdostase anhand der kommerziell erworbenen humanen
Glioblastomzelllinie A-172 untersucht. Im Verlauf wurden in der Arbeitsgruppe drei weitere
Zelllinien (LN229, T98 und U87) erganzt mit tendenziell ahnlichen Ergebnissen, wobei sich
die Reaktionsmuster der einzelnen Zelllinien auf HERV-W ENV Protein Stimulation
voneinander unterscheiden und eine Heterogenitat der Zelllinien deutlich wird (Reiche et
al., 2024, Plaack, 2025). Insgesamt bleibt die Aussagekraft und Ubertragbarkeit von
Studien an einzelnen Zelllinien auf den Menschen eingeschrankt. Die etablierte Zelllinie A-
172 wurde urspringlich aus Glioblastomgewebe eines 53-jahrigen Mannes isoliert. Sie
weist spezifische genetische und epigenetische Eigenschaften auf, die jedoch aufgrund
ihres klonalen Ursprungs nicht die gesamte intratumorale Heterogenitat von Glioblastomen
widerspiegeln (Giard et al.,, 1973, Kiseleva et al., 2016). Zudem ist bekannt, dass im
Rahmen der Langzeitkultivierung mit fortschreitender Passage der Zelllinie das Risiko fir
Mutationen mit nachfolgender mdglicher Anderung ihrer bekannten Eigenschaften steigt
(Weiskirchen et al., 2023). Daher kénnte die Ubertragbarkeit der hier prasentierten

Ergebnisse in den klinischen Kontext eingeschrankt sein.

Des Weiteren muss beachtet werden, dass die Studien in Kokultur mit primaren Ratten-
Mikrogliazellen durchgefihrt worden sind. Ein limitierender Faktor beziglich der
Ubertragbarkeit auf den Menschen sind unterschiedliche Genexpressionsprofile in
humanen und murinen Mikroglia (Jurga et al., 2020). Beispielsweise ist die TLR4

Expression in murinen Mikroglia héher als in humanen (Smith and Dragunow, 2014).
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Mikroglia und TAMs sind zudem durch ein hohes Mall an Heterogenitat gekennzeichnet,
ausgeldst durch einen lebenslangen Kontakt zu multiplen Pathogenen (Khan et al., 2023).
Diese Eigenschaft ist bei den primaren Mikrogliazellen aus neonatalen Ratten nicht
gegeben. Ob sich der Einfluss von HERV-W ENV Protein auf humane Glioblastomzellen
im Kontakt zu humanen adulten Mikrogliazellen &andert, ware eine interessante
Fragestellung fir zuklnftige Studien. In diesem Dissertationsprojekt wurde sich auf die
Reaktion der Glioblastomzellen auf die HERV-W ENV Protein Exposition konzentriert. Wie
sich das Genexpressionsprofil der Mikrogliazellen in Kontakt zu Glioblastomzellen unter
HERV-W ENV Protein Exposition verandert, wurde in der Arbeit von Plaack genauer
betrachtet (Plaack, 2025). Es zeigte sich, dass Mikroglia, kokultiviert mit Glioblastomzellen,
unter HERV-W ENV Protein Exposition einen proinflammatorischen Phanotyp annehmen
und so zu Tumorprogression fuhren konnten. Bemerkenswerterweise konnte zeitgleich
durch HERV-W ENV Protein eine Induktion von antiinflammatorischen Genen in Mikroglia
beobachtet werden, wodurch eine immunsuppressive protumorale TME gefordert werden
kdonnte (Plaack, 2025), wie sie bereits fur Glioblastome im Menschen beschrieben wurde
(Razavi et al., 2016, Pearson et al., 2020).

Die TME besteht neben Mikroglia- und Tumorzellen aus weiteren nicht-neoplastischen
Zellen wie Astrozyten und Fibroblasten aber auch Komponenten der EZM (Faisal et al.,
2022). Diese nicht-neoplastischen Zellen wurden in diesem Dissertationsprojekt nicht
berlicksichtigt. Sharma et al. geben einen Uberblick (iber verschiedene in vitro und in vivo
TME-Modelle in Gliomen, welche in Zukunft helfen sollen, die Interaktionen in der TME
besser zu verstehen (Sharma et al., 2023), darunter beispielsweise Tiermodelle wie
.Patient-derived Xenograft‘, wobei humanes Glioblastomgewebe in meist immundefiziente
Mause implantiert wird oder syngene Mausmodelle mit murinen Glioblastomzellen in
immunkompetenten Mausen (Haddad et al., 2021). Weitere Modelle, die sich in der
Glioblastomforschung zunehmend etablieren, sind in vitro 3D Organoide, welche sich durch
héhere Zelldiversitat und eine komplexere Struktur als 2D Zelllinien auszeichnen (Wang et
al., 2023, White et al., 2024). In diesem System kdnnte genauer analysiert werden, ob sich
der Einfluss des HERV-W ENV Proteins durch das Vorhandensein einer heterogenen TME
mit weiteren nicht-neoplastischen Zellen auf zellulare Funktionen in Glioblastomen

verandert.

Eine interessante in vivo Methode ware die Verwendung eines genetisch modifizierten
Tiermodells mit transgenen Mausen, welche HERV-W ENV Protein exprimieren (Gruchot
et al., 2023). Dabei lief3e sich untersuchen, wie sich Glioblastomzellen verhalten, wenn sie
in eine HERV-W ENV Protein positive Tumormikroumgebung transplantiert werden. Dies

kame eventuell den bisherigen histologischen Befunden, die HERV-W ENV Protein im
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Glioblastom vor allem in Mikrogliazellen der TME nachweisen (Reiche et al., 2024), als

Modell am nachsten.

Ein weiterer Aspekt, den es in Zukunft zu untersuchen gilt, ist der Einfluss einer endogenen
Expression von HERV-W ENV Protein auf Glioblastomzellen im Vergleich zu der hier
untersuchten exogenen Stimulation. Eine Mdglichkeit die Reaktion auf eine endogene
HERV-W ENV Expression zu analysieren, ware die Durchflihrung einer Transfektion bzw.
Transduktion. Erste Etablierungsversuche einer Nukleofektion mit HERV-W ENV in A-172

Glioblastomzellen wurden bereits durchgefuhrt (Daten nicht gezeigt).

Ein letzter klinisch sehr relevanter Punkt umfasst die Prognose von Hirntumoren. Reiche et
al. konnten zeigen, dass HERV-W ENV Protein in Gliomen unabhangig vom WHO-Grad
exprimiert wird (Reiche et al., 2024). Ob HERV-W ENV Protein mit unterschiedlichen
Uberlebensraten einhergeht, ist bislang noch unklar und sollte in zukiinftigen Studien naher
untersucht werden. Dabei ware zudem der Einfluss von HERV-W ENV Protein auf die

Homodostase von Oligodendrogliomen und Astrozytomen von Interesse.

4.5 Schlussfolgerung

Das Glioblastom ist der haufigste und aggressivste primare Gehirntumor des Erwachsenen,
welcher sich durch eine ungunstige Prognose und ausgepragte Therapieresistenz
auszeichnet, sodass weiterhin nach neuen Therapieansatzen gesucht wird (Schaff and
Mellinghoff, 2023). Im Vorfeld dieser Arbeit durchgefuhrte histochemische Analysen
konnten HERV-W ENV Protein in Mikroglia-positiven Zellen in humanen Gliomen
nachweisen (Reiche et al., 2024). Darauf basiert die Annahme, dass das HERV-W ENV
Protein eine modulierende Rolle zwischen Glioblastomzellen und der TME einnehmen
kénnte. Wahrend in der Glioblastom-Monokultur kein direkter Einfluss des HERV-W ENV
Proteins auf die Genexpression der Tumorzellen festgestellt werden konnte, zeigte sich im
Zusammenspiel mit Mikroglia eine deutliche Modulation der Glioblastom-Homdostase.
Insbesondere kam es in Glioblastomzellen Mikroglia-vermittelt durch HERV-W ENV
Protein, sowohl in direktem Zellkontakt als auch Uber parakrine Kommunikation, zu einer
verstarkten Expression von Genen, die mit Proinflammation, Invasivitdt und der TME-
Modulation assoziiert sind. Hinsichtlich funktioneller Parameter wie der Proliferation ergab
sich ein tendenziell steigernder Einfluss durch HERV-W ENV Protein Exposition in
Glioblastomzellen in mikroglialer Kokultur. Insgesamt legen die Daten nahe, dass HERV-
W ENV Protein weniger durch direkte Wirkung auf Tumorzellen, sondern vielmehr Gber
modulatorische Prozesse via Mikroglia zur Tumorprogression im Glioblastom beitragen

koénnte. Diese Dissertationsarbeit hebt die hohe Relevanz der TME in der Pathogenese des
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Glioblastoms hervor und exponiert TAMs, im Speziellen Mikrogliazellen, als mogliche
pharmakotherapeutische Zielstrukturen in der bisher unzureichenden Behandlung des

Glioblastoms.
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