Aus der Klinik fur Neurologie der
Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf

Direktor: Univ.- Prof. Dr. med. Dr. rer nat. Sven Meuth

EFFEKTE VON DIMETHYLFUMARAT AUF
NEUROPROTEKTION UND IMMUNMODULATION

Dissertation

zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin
der Medizinischen Fakultat der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf

vorgelegt von
Imane Bouchachia
2024



Als Inauguraldissertation gedruckt mit der Genehmigung der

Medizinischen Fakultat der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf

Dekan:
Erstgutachter:
Zweitgutachter:

Drittgutachterin:

Prof. Dr. med. Nikolaj Klécker
Prof. Dr. med. Philipp Albrecht
Prof. Dr. med. Joachim Schmitt

Prof. Dr. rer. nat. Nicole Schupp



Widmungen

Meinem lieben Vater.



Veroffentlichungen

Teile dieser Arbeit wurden veroffentlicht:

Albrecht P, Bouchachia I, Zimmermann C, Hofstetter H, Kovacs Z, Henke
N, Lisak D, Issberner A, Lewerenz J, Maher P, Goebels N, Quasthoff K,
Mausberg A.K, Hartung H.P, Methner A. Effects of dimethylfumarate on

neuroprotection and immunomodulation.
Journal of Neuroinflammation 2012, 9:163

(Ubernommene Abbildungen sind lizenziert unter der Lizenz Creative Commons

Namensnennung CC BY 2.0, https://creativecommons.org/licenses/by/2.0/)



Zusammenfassung

Effekte von Dimethylfumarat auf Neuroprotektion und Immunmodulation

Multiple Sklerose ist die haufigste entzindliche Erkrankung des
Zentralnervensystems (ZNS) in westlichen Industrienationen. Weltweit sind rund
2,5 Millionen Menschen betroffen. Charakteristisch sind fokale Entziindungsherde
im ZNS mit fokaler Demyelinisierung und Infiltration von Immunzellen. Die
Einwanderung der Immunzellen aktiviert Mikroglia als residente Immunzellen des
ZNS, was zur Produktion von reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffspezies (ROS /
NOS) fuhrt. Diese Radikale verursachen oxidativen Stress. Trotz Zulassung
diverser unterschiedlicher Therapeutika, gibt es derzeit noch keine kurative
Behandlung der MS. Haufig zeigen die Medikamente einen unzureichenden Effekt
auf die Symptomreduktion oder sind nur voribergehend wirksam. Der Grof3teil der
Behandlungsoptionen wird als Injektion verabreicht und richtet sich vornehmlich
gegen die entzundliche Komponente der Erkrankung. Neue Therapieansatze
hingegen zielen auf eine Kombination von Immunmodulation und Neuroprotektion,
mit dem Ziel, die Wirksamkeit und Langzeitresponsivitat zu steigern.
Dimethylfumarat (DMF) ist eine oral verabreichte Therapieoption fir schubférmig-
remittierende  MS, die nachweislich  Schubrate, Krankheitsaktivitat
sowie -progression senkt. Der molekulare Wirkmechanismus von DMF ist dabei
noch nicht ganzlich verstanden. Moglicherweise spielen besagte Kombination aus
immunmodulatorischen und neuroprotektiven Mechanismen eine relevante Rolle.
Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, diese Fragestellung zu adressieren und
eine mdgliche Zeit- und Konzentrationsabhangigkeit der neuroprotektiven Effekte
von DMF zu untersuchen. Dazu wurde ein in vitro Modell fir endogenen oxidativen
Stress verwendet, um zunachst die protektiven Mechanismen von DMF durch
Quantifizierung des zellularen Glutathion-Gehaltes und -Recyclings zu
charakterisieren. Zudem analysierten wir die nukleare Translokation von
Transkriptionsfaktoren und erhoben Genexpressionslevel von antioxidativ
wirksamen Enzymen. Wir fanden, dass DMF-Behandlung kurzzeitig oxidativen
Stress verursacht, welcher zu einem Anstieg des Transkriptionsfaktors Nrf2 flhrt.
Dieser bewirkt nach Translokation in den Nukleus eine verstarkte Glutathion-
Synthese sowie -Recycling in neuronalen Zellen. Zusammenfassend unterstutzt
diese Arbeit die bisherigen Belege zu positiven Effekten von DMF auf Inflammation
und oxidativen Stress bei MS. DMF wirkt bereits in niedrigen Konzentrationen
neuroprotektiv durch Reduktion des endogenen oxidativen Stresses. Unsere
Beobachtungen tragen damit zum Verstandnis der molekularen Wirkweise von
DMF bei und lassen vermuten, dass Monomethylfumarat als aktiver Metabolit von
DMF ahnliche Effekte aufweist, die lediglich eine langere Zeit bendtigen, um sich
zu entwickeln.



Abstract

Effects of dimethyl fumarate on neuroprotection and immune modulation

Multiple sclerosis (MS) is the most common chronic inflammatory disease of the
central nervous system (CNS) in western countries causing neurological disability.
Worldwide an estimated 2.5 million people have MS affecting mostly young adults.
Pathological characteristics are focal sites of neuroinflammation and focal
demyelination subsequent to infiltration of immune cells. Concomitant activation of
microglia, the immune cells of the CNS, cause increased production of reactive
oxygen and nitrogen species (ROS and NOS) resulting in oxidative stress. To date,
there is no cure for MS, although a number of therapies have been approved for
treatment. Oftentimes the therapeutic effects are modest or only temporary.
Current treatments are most commonly applied by injection and target primarily the
inflammatory component of the disease. However, new therapeutic approaches
focus on combining immunomodulatory and neuroprotective mechanisms with the
aim to enhance the efficacy of the drug.

Dimethyl fumarate (DMF) is an oral drug, which has been shown to reduce the
relapse rate of the relapsing-remitting form of MS as well as overall disease activity
and progression. The exact mechanism of action remains to be investigated. The
drug’s efficacy may origin from a combination of both, immunomodulatory and
neuroprotective mechanisms.

In the present study, we addressed this issue and aimed to investigate a possible
time and concentration dependency in terms of the neuroprotective effects of DMF
using an in vitro model for endogenous oxidative stress. To this end, we evaluated
the protective mechanisms of DMF by quantification of the cellular glutathione
content and its recycling. We furthermore analyzed the nuclear translocation of
transcription factors and measured gene expression levels of antioxidant enzymes.
We found that DMF leads to short-lived oxidative stress, which results in an
increase of transcription factor nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) and
its nuclear translocation subsequently enhancing glutathione synthesis and
recycling in neuronal cells.

In conclusion, the results of this study provide further evidence for the positive
effects of DMF on endogenous oxidative stress in MS. DMF acts in a
neuroprotective way even in lower concentrations. Our observations may thus
contribute to further understanding the pharmacology of DMF and its mechanism
of action. We assume that monomethyl fumarate as the active metabolite of DMF
may have similar effects that only need a longer time to evolve.
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1. Einleitung

1.1 Multiple Sklerose

Die Multiple Sklerose ist eine chronische, inflammatorische und demyelinisierende
Erkrankung des Zentralnervensystems (ZNS) mit den pathologischen Merkmalen
von Entzindung, Demyelinisierung, axonalem Verlust und Gliose (Bruck und
Stadelmann, 2003). In Mitteleuropa stellt Multiple Sklerose die haufigste und
weltweit eine der haufigsten chronisch-entziindlichen Erkrankungen des zentralen
Nervensystems dar. Die Erkrankung manifestiert sich in zwei Drittel der Falle im
frihen Erwachsenenalter zwischen dem 20. und 40. Lebensjahr, nur bei funf
Prozent der Betroffenen zeigen sich die ersten Krankheitszeichen schon im
Kindes- oder Jugendalter. Frauen sind bei der Multiplen Sklerose zweimal haufiger

als Manner betroffen (Gonsette, 2008).

Die genaue Atiologie der Multiplen Sklerose ist bis heute trotz intensiver
Forschungsanstrengungen nicht vollstandig geklart (Hafler, 2004). Die
vorliegenden  Forschungsergebnisse deuten auf eine  multifaktorielle
Krankheitsentstehung der Multiplen Sklerose hin. Es wird vermutet, dass die
Erkrankung ein Resultat von Interaktionen zwischen genetischer Disposition und
einem Einfluss von Umweltfaktoren darstellt. Weitere Faktoren fur die Anfalligkeit
sind etwa Geschlecht und Alter der Patienten zu Krankheitsbeginn (Dyment,
2004).

Die Multiple Sklerose wurde erstmals 1868 von Jean-Martin Charcot, einem
franzosischen Pathologen und Neurologen, beschrieben. Als charakteristische
Symptome der Multiplen Sklerose galt damals der sogenannte Symptomkomplex
Charcot-Trias | aus Nystagmus, Intentionstremor und skandierender Sprache
(Charcot 1868). Dieser Symptomkomplex tritt vergleichsweise selten auf, und zwar
bei nur ca. 15 % der Multiple-Sklerose-Erkrankten auf. Sehr haufig ist bei Multiple
Sklerose-Erkrankten eine Kombination von neurologischen Symptomen, wie u.a.

zentralen Paresen und Sensibilitdtsstérungen, begleitet von einer Ataxie und



Miktionsstérungen zu beobachten. Dabei sind insbesondere Hande und Beine von
den Sensibilitdtsstorungen betroffen. Die Erkrankung manifestiert sich in etwa
einem Drittel der Falle zunachst in Form von Sehstérungen im Rahmen einer
akuten Optikusneuritis (Retrobulbar-Neuritis). Die Multiple Sklerose stellt demnach
eine sehr heterogene Erkrankung dar, was sich sowohl im klinischen Verlauf, in
der bildgebenden Diagnostik als auch in der Therapieresponsivitat zeigt (Sospedra
und Martin 2005).

Zudem tritt die Erkrankung in verschiedenen Verlaufsformen auf. Im Wesentlichen

werden die beiden nachstehenden Verlaufsformen unterschieden:

. der schubférmig-remittierende Verlauf und

. der voranschreitende (progrediente) Verlauf

In ca. 85-90 % der Falle liegt ein schubformig-remittierender Verlauf (relapsing-
remitting MS) vor (Sospedra und Martin 2005). Bei dieser Verlaufsform erfolgt die
Schubrate unregelmalig und zeitlich unabhangig voneinander (Abbildung 1).
Wahrend eines Schubes verschlechtern sich die Symptome des Patienten oder es
kommen neue hinzu. Bei kompletter Remission bilden sich die Krankheitszeichen
nach Ende des Schubes vollstandig zurlick. Der Definition nach wird von einem
Schub gesprochen, wenn die Verschlechterung der Symptome Uber mindestens
24 Stunden anhalt und keiner anderen pathologischen Ursache wie einem
fiebrigen Infekt zugrunde liegen. Die Dauer eines Schubes ist unterschiedlich und
kann sich von Tagen bis zu einigen Wochen erstrecken. Zwischen den Schuben

bleibt der Krankheitszustand relativ unverandert.

Haufig geht die schubformig-remittierende MS spater in einen schubformig-
progredienten Krankheitsverlauf Gber, bei denen die Schibe in einer inkompletten
Remission enden, d.h. einer unvollstandigen Ruckbildung der Symptome.
Bleibende Funktionsstorungen als Residuum der Schibe resultieren Uber die Zeit
in einer progredienten Behinderung der MS-Patienten (Abbildung 1, unten).



A Schubférmige MS:

Zeitlich voneinander unabhangige
Schiibe mit Einschréankungen, die sich
zum Teil oder vollstéandig zurtickbilden.

>

Priméar voranschreitende
(progressive) MS:

Kontinuierliche Verschlechterung des
Zustandes ohne erkennbare Schiibe.

>

Sekundar voranschreitende
'y (progressive) MS:
Nach anfanglichem schubférmigen

Verlauf kommt es zu Verschlechterungen
ohne erkennbare Schiibe und
Ruckbildung der Symptome.

-

Ausmah der Einschriankung/Behinderung

Zeit

Abbildung 1: Darstellung der Verlaufsformen der Multiplen Sklerose.

Schubférmige MS verursacht unvorhersehbare Krankheitsschiibe, die sich zuriickbilden, zumeist
nur initial vollstéandig, im Verlauf dann nur partiell. Bei primér progressiver MS kommt es von Beginn
an zu einer kontinuierlichen, schleichenden Verschlechterung ohne erkennbare Schiibe. Sekundar
progressive MS beginnt initial mit Schiiben, die im Verlauf der Erkrankung in eine kontinuierliche

Verschlechterung dbergehen (Darstellung in Anlehnung an Lublin et al., 1996).

Eine weitere Verlaufsform wird als primar chronischer Verlauf (primary-progressive
MS; PP-MS) bezeichnet, wobei nur rund 10 bis 15 % der MS Falle initial als PP-MS
kategorisiert werden. Primar chronische MS ist nicht durch Schibe charakterisiert,
sondern durch eine kontinuierliche Progression der Krankheit (Abbildung 1, mittig)
ohne Remission. Die Symptome resultieren, wie auch bei den anderen
Verlaufsformen, aus einer Entzlindungsreaktion im ZNS, verschlechtern sich aber

kontinuierlich und schleichend (Sospedra und Martin 2005).

Auch wenn die genauen Ursachen der Multiplen Sklerose nicht vollstandig
aufgeklart sind, deuten in jungster Zeit zahlreiche Studien darauf hin, dass in der
Pathophysiologie der MS oxidativer Stress eine zentrale Rolle spielt (Compston
und Coles, 2008; Gonsette, 2008; Nave und Trapp, 2008). Es wird vermutet, dass

bei der MS die neurodegenerativen Vorgange zu einer Langzeitbehinderung




fuhren. Hierbei wird auch diskutiert, ob die autoimmun vermittelte
Demyelinisierung reversibel sein konnte (Niki¢ et al., 2011; Trapp and Nave, 2008).
Eine dauerhafte Therapie der MS ist mittels verschiedener Medikamente zur
Immunmodulation madglich, darunter Dimethylfumarat, Interferon-B-Praparate,
Alemtuzumab, Fingolimod, u.a. Bis heute sind jedoch keine Arzneimittel
zugelassen, die eine neuroprotektive Wirkung vermitteln, obwohl inzwischen die

neurodegenerativen Aspekte in der Pathogenese der MS bekannt sind.

1.2 Oxidativer Stress

Oxidativer Stress fur Zellen entsteht, wenn die Ubermalige Bildung von reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS) nicht mehr durch antioxidative Schutzmechanismen
kompensiert werden kann. Reaktive Sauerstoffspezies sind
Sauerstoffverbindungen mit einer hohen Reaktionsfahigkeit, die in den
Mitochondrien als Nebenprodukt des Zellstoffwechsels gebildet werden (Schulz et
al., 2000).

Die Akkumulation von ROS bei gleichzeitigem Abfall der Konzentration des
korpereigenen Antioxidans Glutathion spielt eine Rolle bei akuten und chronischen
neurodegenerativen Prozessen bei einer Vielzahl von neurologischen
Erkrankungen wie Schlaganfall, Alzheimer und Parkinson (Fridlyand and
Philipson, 2005; Lin und Beal, 2006; Madamanchi und Runge, 2007). Die
Akkumulation der reaktiven Sauerstoffspezies fuhrt zu einer Schadigung der Zellen
und der entstehende oxidative Stress kann nachfolgend den programmierten
Zelltod (Apoptose) ausldsen (Martindale und Holbrook, 2002). Neuronale Zellen
sind besonders anfallig fur oxidativen Stress (Finkel & Holbrook, 2000). Diese
Anfalligkeit beruht auf dem hoheren Gehalt an Lipiden mit ungesattigten
Fettsduren in den Zellmembranen, welche bei oxidativem Stress zu einer
Lipidperoxidation mit maoglicher Zellschadigung fuhrt, sowie auf einer hohen
Stoffwechselaktivitat, die mit einer verstarkten Produktion von reaktiven
Sauerstoffspezies einhergeht (Leutner et al., 2001).



1.3 GSH-System

Der Zellorganismus verfugt Uber verschiedene antioxidative Schutzmechanismen,
um sich vor reaktiven Sauerstoffspezies zu schitzen. Darunter ist eine Reihe von
enzymatischen und nicht-enzymatischen antioxidativ wirkenden
Schutzmechanismen. Zu den enzymatischen Antioxidantien gehoren vor allem die
Superoxid-Dismutase (SOD), die Glutathion-Peroxidase (GSHPx) und die
Katalase (CAT). In Zellen, die oxidativem Stress ausgesetzt sind, ist die
koordinierte Induktion von antioxidativ wirksamen Enzymen ein wichtiger
Schutzmechanismus. Das Antioxidant-Response-Element (ARE) enthalt enhancer
Sequenzen, welche die transkriptionelle Aktivierung von Genen vermitteln
(Nguyen et al.,, 2003). An diesen ARE konnen Transkriptionsfaktoren wie die
NF-E2-related nuclear factor (Nrf1 und Nrf2) binden und somit ARE-vermittelte
Genexpression und Induktion regulieren. Dabei ist Nrf2 potenter in der Aktivierung
ARE-regulierter Gene als Nrf1 (Jaiswal, 2004).

Eine der wichtigsten Rollen der nichtenzymatischen, antioxidativ wirkenden
Schutzmechanismen spielt zudem das Glutathion (GSH) (Schulz et al., 2000).
Glutathion ist ein schwefelhaltiges Tripeptid (y-L-Glutamyl-L-cysteinylglycin), das
in allen Zellen des menschlichen Kdrpers synthetisiert werden kann und Zellen vor
oxidativem Stress schutzt. Es ist in den meisten tierischen und pflanzlichen Zellen
in hoher Konzentration (0,5 mM bis 10 mM) enthalten. GSH ist ein wichtiger
Enzymkofaktor und ein bedeutendes wasserlosliches zellulares Antioxidans, das
vor der Einwirkung freier Radikale und deren Folgeprodukten schitzt (Schulz et al.
2000).

Der grofite Teil des Glutathions liegt intrazellular als reduziertes GSH vor, nur ein
sehr kleiner Anteil des Glutathions liegt in der oxidierten Form als Glutathiondisulfid
(GSSG) vor (Siems et al., 1996).

1.4 Oxidative Glutamat-Toxizitat

Die protektive Wirkung von DMF wurde in der vorliegenden Arbeit an einem Modell

des endogenen oxidativen Stresses in neuronalen Zellen untersucht. Hierbei hat



sich das Modell der oxidativen Glutamat-Toxizitat bewahrt (Abbildung 2; Albrecht
et al.,, 2010; Tan et al., 2001). In diesem Modell blockieren hohe extrazellulare
Glutamat-Konzentrationen den Glutamat-Zystin-Antiporter System Xc , der
Glutamat aus der Zelle heraus und Zystin in die Zelle hinein transportiert. Folglich
liegt intrazellular weniger Zystin als Substrat vor, wodurch dieses als limitierender
Faktor bei der Glutathion-Synthese fungiert. Nachfolgend erfolgt so eine Depletion
des wichtigsten zellularen Antioxidans Glutathion und die Zelle geht, durch

oxidativen Stress ausgel0st, in die Apoptose.
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Abbildung 2: Wirkmechanismus der Glutamat-Toxizitét.

(A) Zellschrumpfung/Zelltod: Phasenkontrastmikroskopie von HT22-Zellen nach 12-stiindiger
Exposition gegeniiber Vehikel oder 10 mM Glutamat, (B) konzentrationsabhéngiger Zelltod als
Reaktion auf Glutamat nach 24h, (C) Depletion / Abnahme des intrazelluldren Antioxidans
Glutathion (GSH) nach Exposition gegentiber 10 mM Glutamat in den angegebenen Zeitréumen,
(D) Akkumulation intrazelluldrer reaktiver Sauerstoffspezies durch Nachweis von DCFDA, (E)
Zusammenbruch des Mitochondrienmembranpotentials mittels TMRE-Fluoreszenzintensitét (Fl)
nach Exposition gegeniiber 10 mM Glutamat bestimmt (Albrecht et al., 2010).
Abdruckgenehmigung mit der ID:1321029-1 erteilt durch Copyright Clearance Center im Namen

des Rechteinhabers Eureka Science.



Das fur das Modell der oxidativen Glutamat-Toxizitat relevante xCT, die
funktionelle Einheit dieses Glutamat-Zystin-Antiporters (Abbildung 2) wird Uber
den protektiven NRF2-Pathway reguliert.

Extrazellularraum

Zystein - - _ ? Glutamat Zystin ?_--- Zystein

v Glutamat Zystin " )
» Zystein Zystein «--
v-Glutamylzystein-
Synthetase
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Glutathion- Glyzin
Synthetase
NADPH Glutathion ROOH
Glutathion- Glutathion-
Reduktase = Peroxidase
NADP* Glutathion- ROH+H,0
Disulfid -
) Glutathion-
S-Transferase

Glutathion-R
Glutathion-

Disulfid Glutathion-R
Extrazellularraum

Abbildung 3: Mechanismen des Glutathionmetabolismus: Das Glutamat-Zystin-Antiporter System
Xc.

Aus dem Extrazelluldrraum wird Zystin ber den Transmembrantransporter X-c im Austausch mit
Glutamat in die Nervenzelle aufgenommen. Dabei erfolgt der Transport entlang des
Konzentrationsgefélles von Glutamat. Der Austausch wird durch Glutamattransporter (EAAT)
unterstiitzt, die in der Zellmembran liegen. Diese Transporter férdern die intrazelluldre

Anreicherung und die zeitgleiche extrazelluldre Verminderung von Glutamat. Im Zellinneren wird



das so eingeschleuste Zystin zu Zystein reduziert. Zystein wird nachfolgend fiir die Glutathion-
Synthese verwendet. Inwiefern (iber die Transportersysteme A, ASC und L oder EAATs
(transparent dargestellt) eine direkte Aufnahme von Zystein vorkommt, ist bisher unbekannt. Die
Glutathion-Synthese erfolgt zweischrittig. Zunéchst wird durch das Enzym y-Glutamylzystein-
Synthetase aus den Bausteinen Glutamat, Zystein und Glyzin das Zwischenprodukt
y-Glutamylzystein generiert. Nachfolgend wird (iber die Glutathion-Synthetase dann Glutathion
hergestellt. Das Antioxidans Glutathion reduziert intrazellulédr vorliegende freie Radikale (R) nicht-
enzymatisch. Die Reduktion von Peroxiden (ROOH) wird durch die Glutathion-Peroxidase
katalysiert. In beiden Féllen wird Glutathion zu Glutathion-Disulfid oxidiert. Toxische
Stoffwechselprodukte (R) werden durch das Enzym Glutathion-S-Transferase kovalent an
Glutathion gekoppelt (Glutathion-R). Dieses Produkt wird durch Multiple Resistence Proteins
(MRP)-Transporter wieder in den Extrazelluldrraum dberfihrt. Dort kann Glutathion-Disulfid
NADPH-abhéngig von der Glutathion- Reduktase wieder zu reduziertem Glutathion regeneriert
werden (Abb. aus Lewerenz und Methner, 2006).

Abdruckgenehmigung mit der ID: 1320996-1 erteilt durch Copyright Clearance Center im Namen

des Rechteinhabers Walter de Gruyter and Company.

Dieser NRF2-Pathway scheint auch bei der DMF-Protektion eine wichtige Rolle zu
spielen (Linker et al., 2011). Der im NRF2-Pathway relevante Transkriptionsfaktor
,huclear factor erythroid 2-related factor 2“ (Nrf2) spielt eine Schlusselrolle in der

Regulation der Proteinexpression, die am Glutathion-Stoffwechsel beteiligt ist.

Nrf2 gehort zu der Gruppe der ,Cap'n’Collar basic-leucinzipper®-
Transkriptionsfaktoren (He et al., 2007; Zhang, 2006) und wurde erst in den
neunziger Jahren entdeckt (Moi et al., 1994). Nrf2 und das Antioxidans-Response-
Element (ARE) gehdren zu den wichtigsten Schutzmechanismen der Zellen vor

oxidativem Stress (Nguyen et al., 2003).

Der oben im Modell beschriebene endogene oxidative Stress wird also durch
oxidative Glutamat-Toxizitat bzw. extrazellulares Glutamat ausgeldst. Glutamat ist
ein wichtiger exzitatorischer Neurotransmitter im ZNS (Maher, 2005). Hohe
Glutamat-Konzentrationen sind exzitotoxisch und spielen eine grol3e Rolle bei der
Pathogenese verschiedener neurodegenerativer Erkrankungen (Choi, 1988). Der

Wirkmechanismus der Glutamat-Toxizitat umfasst hierbei:



A) Zellschrumpfung/Zelltod
B) konzentrationsabhangiger Zelltod verursacht durch:

)
)
C) Depletion/Abnahme des intrazellularen Antioxidans Glutathion
D) Akkumulation intrazellularer reaktiver Sauerstoffspezies und

)

E) Zusammenbruch des Mitochondrienmembranpotentials

(
(
(
(
(
(Lewerenz, 2006)

1.5 Dimethylfumarat als Wirkstoff

Der Wirkstoff Dimethylfumarat ist in Deutschland seit 1994 unter dem
Handelsnamen Fumaderm® zur Behandlung der mittelschweren bis schweren
Psoriasis vulgaris (Schuppenflechte) zugelassenen Praparaten enthalten und wird
dort erfolgreich eingesetzt (Mrowietz und Asadullah, 2005), nachdem der
Biochemiker W. Schweckendiek 1959 erstmals Dimethylfumarat im Selbstversuch
getestet hatte (Schweckendiek, 1959).

Bei Fumaderm® handelt es sich um eine magensaftresistente Formulierung eines
Wirkstoffgemisches aus verschiedenen Estern und Salzen der Fumarsaure, und
zwar als Gemisch aus Fumarsauredimethylester (DMF: Dimethylfumarat) und
Kalzium-, Magnesium- und Zinkmonoethylfumarat. Der genaue Wirkmechanismus
des Antipsoriatikums bzw. des Wirkstoffs DMF ist allerdings bis heute nicht

ganzlich bekannt.
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CH; HO CH3

DMF MMF

Abbildung 4: Darstellung der Strukturformel von Dimethylfumarat (DMF) und Monomethylfumarat
(MMF).

DMEF stellt ein Dimethylester der Fumarséure dar. In vivo wird zugefiihrtes DMF im alkalischen
Milieu des Darms schnell durch Esterasen in seinen aktiven Metaboliten MMF umgewandelt,
welcher dann als primérer Hauptmetabolit agiert (Huhn und Linker, 2014).

© Wissenschatftliche Verlagsgesellschaft, Stuttgart 2014, Abdruckgenehmigung vom 09.02.2023

Nach initialen Einzelfallberichten Uber eine Schubratenreduktion bei Multipler
Sklerose wurde DMF in einem klinischen Entwicklungsprogramm untersucht. In
verschiedenen Studien der Phase-ll und Phase-lll (zum Zeitpunkt dieser Arbeit:
Phase-Il) konnte das Einsatzgebiet von DMF ausgeweitet werden und DMF zeigte
sich als ein neues vielversprechendes orales Therapeutikum, das die
Krankheitsaktivitat und die Schubrate bei der schubformig remittierenden
Verlaufsform der Multiplen Sklerose (RR-MS) signifikant senkt (Kappos et al. 2008;
Huhn und Linker, 2014). So zeigen Daten der Phase-llI-Studien DEFINE
(Determination of the efficacy and safety of oral fumarate in relapsing-remitting MS)
und CONFIRM (Comparator and an oral fumarate in relapsing-remitting multiple
sclerosis), dass die Schubrate und Behinderungsprogression durch orale
Dimethylfumarat-Gabe signifikant gesenkt werden konnte. Mehr als 50 % der neu
diagnostizierten Patienten waren fir sechs Jahre frei von Rezidiven und
Progression. (Fox et al. 2012; Gold et al. 2012)
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2. Ziel der Arbeit und Fragestellung

Ziel dieser Promotionsarbeit ist es, die Wirkmechanismen von Dimethylfumarat auf
die Neuroprotektion und die Immunmodulation naher zu untersuchen. Hierbei sind
die neuroprotektiven Effekte von Dimethylfumarat zu analysieren sowie u.a. zu

klaren,

. welchen Einfluss neuroprotektive Konzentrationen von Dimethylfumarat auf
die Immunmodulation haben,
. wie die Wechselwirkungen zwischen neuronalen und Immunzellen sind und

. wie der Einfluss von Dimethylfumarat auf neuronale Funktionen ist.

Dimethylfumarat scheint seine klinische Wirkung tUber eine duale Wirkungsweise
zu entfalten. Zum einen scheint Dimethylfumarat durch eine antioxidative
Neuroprotektion, zum anderen uber einen immunmodulatorischen Weg zu wirken
(Compston und Coles, 2008; Gonsette, 2008; Nave und Trapp, 2008). Diese

beiden Wirkungsweisen werden in der vorliegenden Arbeit ndher untersucht.
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3. Material und Methoden

3.1 Materialien (Chemikalien, Kits, Medien, Zellen, Gerate)

Chemikalie

Hersteller

Dimethylfumarat (DMF)

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Fam-Tamra markierte Oligonukleotide

Monomethylfumarat (MMF)

Penicillin und Streptomycin

Universal ProbeLibrary™

7-AAD

Weitere Chemikalien

Firma Biogen |dec (Carl-Zeiss-Ring 6,
85737 Ismaning, Deutschland)

Sigma Aldrich (Georg-Heyken-Str. 14,
2147 Hamburg, Deutschland)

Eurofins-MWG-Operon (Anzingerstr.
7A, 85560 Ebersberg, Deutschland)

Firma Biogen |dec (Carl-Zeiss-Ring 6,
85737 Ismaning, Deutschland)

Gibcol/Life Technologies (Frankfurter
Stral’e 129B, 64293 Darmstadt,
Deutschland)

Roche (Emil-Barell-Str. 1, 79639
Grenzach-Wyhlen, Deutschland)

Becton Dickinson (Tullastr. 8-12, 69126
Heidelberg, Deutschland)

Sigma Aldrich (Georg-Heyken-Str. 14,
2147 Hamburg, Deutschland)

DMF und MMF wurden in DMSO gelost, welches auch als Vehikel-Kontrolle diente.
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Gerate/Material

Hersteller

Hochdurchsatz-Mikroskop

Kulturgefale (Petrischalen etc.)

Multi-Elektroden-Arrays

Becton Dickinson (Tullastr. 8-12, 69126
Heidelberg, Deutschland)

Greiner Bio-One (Maybachstralde 2, 72636
Frickenhausen, Deutschland)

Multichannel Systems (Aspenhaustrasse 21,
72770 Reutlingen, Deutschland)

Zellen

Herkunft

Hippocampale HT22-Zellen
(modifizierter Subklon der murinen
Zelllinie HT4 mit erhohter selektiver
Glutamatsensitivitat)

Primare Kortikalkulturen aus
embryonalen Ratten
(kryokonserviert)

Priméare Kortikalkulturen aus
Mausen der Stamme C57BL/6

Primare Splenozyten aus Mausen
der Stamme SJL

Freundlicherweise zur Verfigung gestellt von
Axel Methner

QBM Cell Science Inc. (1200 Montreal Road,
Gebaude M23A, Suite 147, Ottawa, Ontario,
Kanada)

Tierhaltung der Tierversuchsanlage der
Heinrich-Heine-Universitat (Universitatsstralie
1, 40225 Dusseldorf) und Janvier Labs (Route
du Genest, 53940 Le Genest-Saint-Isle,
Frankreich)

Tierhaltung der Tierversuchsanlage der
Heinrich-Heine-Universitat (Universitatsstralie
1, 40225 Dusseldorf) und Janvier Labs (Route
du Genest, 53940 Le Genest-Saint-Isle,
Frankreich)
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Medium/Loésung

Hersteller

Dulbecco’s modifiziertes Eagle
Medium (DMEM)

Phosphatgepufferte Salzlosungen

Fetales Kalberserum (FCS)

AAP (Unterm Bornrain 2, 35091 Colbe,
Deutschland)

AAP (Unterm Bornrain 2, 35091 Colbe,
Deutschland)

Thermo Scientific, Rockford, USA

Der pH-Wert aller Medien wurde konstant bei 7,4 gehalten.

Assay/Kit

Hersteller

ImmunoSpot® Analyzer

TNF-alpha ELISA-Kits

Zellviabilitats-Assays CellTiter-Blue

CTL (2860 Fisher Road, Columbus, OH
43204, USA)

R&D Systems (Borsigstrasse 7 65205
Wiesbaden, Deutschland)

Promega (SchildkrotstralRe 15, 68199
Mannheim, Deutschland)

Antikorper/Fluoreszenzfarbstoff

Hersteller

Annexin V PE

anti-Aktin Antikorper

anti-CD3 Antikorper

anti-Nrf2 Antikorper

anti-NF-kB Antikorper

Sekundarantikorper

7-AAD

Becton Dickinson (Tullastr. 8-12, 69126
Heidelberg, Deutschland)

Millipore (290 Concord Road, Billerica, MA
01821, USA)

Becton Dickinson (Tullastr. 8-12, 69126
Heidelberg, Deutschland)

Santa Cruz Biotechnology (Bergheimer Stral3e
89, 69115 Heidelberg, Deutschland)

Cell Signaling Technologies (3 Trask Lane,
Danvers, MA 01923, USA)

Millipore (290 Concord Road, Billerica, MA
01821, USA)

Becton Dickinson (Tullastr. 8-12, 69126
Heidelberg, Deutschland)
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Software Hersteller

Microsoft Office Microsoft (Konrad-Zuse-Str. 1, 85716
Unterschleil3heim, Deutschland)

Prism GraphPad Software (2236 Avenida de la
Playa, La Jolla, CA 92037, USA)

Spanner (MEA-Analyse-Software) RESULT Software (47918 Tonisvorst,
Deutschland)

3.2. Methoden

3.2.1 Fachkundenachweis geméal3 Tierschutzgesetz

Alle Organ- bzw. Zellentnahmen aus Tieren erfolgten entsprechend der Richtlinien
des deutschen Tierschutzgesetzes. Bei den Organ- bzw. Zellentnahmen handelt
es sich um ein Organentnahmeprojekt (Aktenzeichen der Tierversuchsanlage der
Heinrich-Heine-Universitat: G 094/06), welches nicht anzeige- oder
genehmigungspflichtig ist Ein Fachkundenachweis gemall §9 des geltenden

Tierschutzgesetzes der Doktorandin liegt vom 18.03.2011 aus Dusseldorf vor.

3.2.2 Zell-Kulturen

Die embryonalen kortikalen Primarzellen aus C57BL/6-Mausen, die Splenozyten

aus SJL-Mausen und die HT22-Zellen wurden wie folgt kultiviert und prapariert:

1. Die HT22-Zellen wurden in Dulbecco’s modifiziertem eagle medium (DMEM)
mit 1 % Penicillin/Streptomycin und 5 % FCS bei 37°C im Brutschrank und
5 % COz2 kultiviert. Die Zellen wurden auf 10 cm Platten ausplattiert. Abhangig
von der Wachstumsgeschwindigkeit und Zelldichte erfolgte nach ca. zwei bis
vier Tagen die Passage der Zellen. Bei einer Konfluenz von 80 % wurden die
Zellen mit PBS gewaschen und mit Trypsin (0,5 %) (Gibco) mit 0,2 % EDTA
(Gibco) abgeldst. Anschliel3end erfolgte eine Inaktivierung des Trypsins mit
einer Menge von mindestens dem 10-fachem an Nahrmedium (inkl. 5 %
Serum). Nach Inaktivierung wurden die Zellen von der Kulturplatte gespult, in
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frischem Nahrmedium auf die Zellplatten aufgenommen und je nach

gewunschter Zellzahl zur weiteren Kultur ausplattiert.

. Fur die Praparation der kortikalen Primarzellen wurden Embryonen des
Embryonaltages 14 (E14) verwendet. Das Muttertier wurde fachgerecht durch
Genickbruch getoétet, die Embryonen entnommen und dekapitiert.

Unter Verwendung von mikrochirurgischem Besteck wurde unter einer
Sterilbank mittels binokularem Mikroskop embryonales, kortikales Gewebe
aus den Mausen prapariert. Das Gewebe wurde anschlieRend in einem
Zentrifugenrohrchen mit kaltem HBSS gesammelt und auf Eis gelagert, um

die Zellen zu konservieren und vor dem Zelltod zu schitzen.

Die Praparation der Zellkulturen erfolgte wie nachfolgend beschrieben.

Die Zellsuspension wurde mit 1000 Umdrehungen pro Minute fur 3 Minuten
bei 37°C zentrifugiert. AnschlieRend wurde das HBSS im Uberstand
verworfen und das verbleibende Zellpellet mit 4,8 ml frischen, eiskaltem
HBSS unter Zugabe von 500 uL Trypsin mit 50 uL HEPES zwei bis drei Mal
mit der Pipette resuspendiert. Das so resuspendierte Zellpellet wurde
nachfolgend fur 20 Minuten bei 37°C und 5 % COz2 inkubiert. Im Anschluss
wurde das Trypsin unter Zugabe von 500puL FCS mit 50 L
Sojabohnen-Trypsininhibitor und 10 ml HBSS inaktiviert und die Zellldsung
mehrfach resuspendiert. Diese Zellsuspension wurde erneut mit
1000 Umdrehungen pro Minute fur 3 Minuten bei 37°C zentrifugiert, der
Uberstand verworfen, das Pellet mit 10 ml HBSS resuspendiert und erneut
zentrifugiert, wie zuvor beschrieben. Nach Verwurf des Uberstandes erfolgte
die Zugabe von 1 ml Proliferationsmedium (FGF-2 und EGF (20 ng/ml)) und
eine achtmalige Resuspendierung mit der Pipette. Nachfolgend wurde die so
gereinigte Zellsuspension durch einen Filter mit 0,45 ym Porengrdle filtriert,
die Zellzahl bestimmt und Kulturen mit 100.000 Zellen pro Well auf Poly-L-
Ornithin beschichten 96 well-Platten ausplattiert. Die Platten wurden

anschlieBend unter Zugabe von DMF oder MMF, beziehungsweise dem
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Vehikel bei 37°C und 5 % COz, je nach Wachstumsgeschwindigkeit, fur 2 bis
3 Tage inkubiert.

3. Fur die Praparation und Isolation der Splenozyten wurden 6 bis 8 Wochen
alte, weibliche, nicht trachtige Mause der Stdamme SJL und C57BL/6
verwendet. Die Tiere wurden fachgerecht mit Isofluran betaubt, getotet, die
Milz prapariert und diese in 1 ml eiskaltem Waschmedium (DMEM High
Glucose mit 1 % Penicillin/Streptomycin) aufgenommen. Das Milzgewebe
wurde anschlieRend unter Verwendung eines Spritzenkolbens durch einen
70 um Zellenfilter (Falcon BD 352350) homogenisiert, wobei nach héchstens
drei Milzen der Zellenfilter erneuert wurde. Das homogenisierte Gewebe
wurde dann in 30 ml kaltem Waschmedium verdinnt und fur 15 Minuten bei
300g und 4 °C, bzw. fur 10 Minuten bei 350g und 4°C, zentrifugiert. Nach
Verwurf des Uberstandes erfolgte die Resuspendierung des Zellpellets in 5 ml
Lysepuffer (HHU Dusseldorf Pharmacy, Ammoniumchlorid, isotonisch, pH
7,4) mit anschlieBender Inkubation auf Eis fur 3,5 Minuten. Nachfolgend
wurde das Splenozyten-Homogenisat mit 30 ml Waschpuffer verdinnt, erneut
durch einen 70 um Zellenfilter gegeben und wie zuvor beschrieben
zentrifugiert. Um Zellaggregate zu entfernen, erfolgte dieser Waschschritt
zweimal, zuletzt wurde das Pellet dann in Waschmedium aufgenommen und

die Zellzahl der isolierte Splenozyten bestimmt.

3.2.3 Viabilitadts-Assays

3.2.3.1 Viabilitats-Assay der neuronalen Zellen (HT22 und kortikale
Primérkulturen)

Die Viabilitat der neuronalen Zellen wurde 24 Stunden nach Zugabe von Glutamat
mittels CellTiter-Blue (Zellviabilitats-Assays) gemessen und auf Vehikel-
behandelten Zellen normalisiert.

3.2.3.2 Viabilitdts-Assay der Splenozyten
Die Zellviabilitat der Splenozyten wurde mittels Durchflusszytometrie von 7-AAD
(BD #51-68981E Pharmingen) und Annexin V-PE (BD Pharmingen #556421)
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behandelten Zellen bestimmt. Die Farbung der Zellen erfolgte nach den

Anweisungen des Herstellers (PharMingen, Hamburg).

3.2.4 Glutathion-Bestimmung

Die Bestimmung des Glutathion-Gehalts erfolgte enzymatisch nach Lewerenz et
al., 2009, die Normalisierung erfolgte auf den Proteingehalt, der mittels BCA-
Methode (Bicinchoninsaure/bicinchoninic acid) bestimmt wurde (Micro BCA
Protein Assay; Pierce, Rockford, IL, USA).

Das im Zellkulturmedium freigegebene Glutathion wurde ebenfalls enzymatisch
bestimmt, nach 4 Stunden Inkubation in Zystin-freiem Medium. Die Normalisierung
erfolgte auf den Proteingehalt. Alle Messungen des in das Medium freigesetzten
Glutathions erfolgten in Zystin-freien Medium, da Zystin den verwendeten
enzymatischen Glutathion-Assay durch Disulfid-Austauschreaktionen — mit

Glutathion beeinflussen kann.

3.2.5 Zellfraktionierung, SDS-PAGE und Immunoblot

Far die differentielle Detergenzfraktionierung und den Immmunoblot wurden die
primaren anti-Nrf2-Antikorper (Verdinnung 1:1000; Santa Cruz Biotechnology;
#SC13032) und Anti-Aktin-Antikorper (Verdiinnung 1:3000; Millipore, MAB1501)

verwendet.’

3.2.6 Translokationsanalyse von NF-kB und Nrf2

Flr die Untersuchung der nuklearen Translokation von NF-kB wurden HT22-Zellen
mit Vehikel sowie zum einen ausschlieBlich mit 10 ng/ml TNF-alpha und zum
anderen mit 10 ng/ml TNF-alpha in Kombination mit 10 yM DMF behandelt
(Vehikel: n=1.048 Zellen; DMF: n=943 Zellen; TNF-alpha: n=1.410 Zellen; DMF +
TNF-alpha: n=1.085 Zellen). Zellen wurde nachfolgend mit 4 % Paraformaldehyd
fixiert, mit 0,3 % Triton X-100 permeabilisiert, mit 1 x Roti®-ImmunoBlock (Roth

T Immunoblotting durchgefiihrt von P Maher
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# 144.1) blockiert und nachfolgend fir 1 Stunde inkubiert. AnschlieRend wurden
die Zellen Uber Nacht mit den Primar-Antikdrpern (NF-kB: Cell Signaling #9936 S,
Nrf2: SantaCruz #sc-13032) inkubiert. Danach erfolgte die Inkubation mit den
fluorochromierten Sekundar-Antikorpern (Millipore #AP132F und #124F). Die
intrazellulare  Lokalisation der Transkriptionsfaktoren wurde mit dem
Hochdurchsatz-Mikroskop BD Pathway 855 (BD Biosciences) ermittelt. Die
Fluoreszenzintensitaten der zu untersuchenden Bereiche (ROlIs; regions of
interest) wurden durch Zellkernfarbung mittels DAPI (150 nm) ermittelt und mit den
Intensitaten der umgebenden Nuklei und dem entsprechenden Bereich im

Zytoplasma normalisiert.?

3.2.7 Quantitative real-time PCR

Die RNA-Extraktion, die reverse Transkription der RNA und die quantitative bzw.
Echtzeit-PCR (Real Time PCR oder RT-PCR) wurden durchgeflhrt wie zuvor
beschrieben (Lewerenz et al., 2009). Dabei wurden Fam/Dark-Quencher-Sonden
aus der Universal Probe Library™ (Roche) oder individuelle Fam/Tamra-Sonden
(MWG) verwendet. Als endogene Kontroll-Gene dienten entweder beta-Aktin oder

HPRT. Diese zeigten keine Expressionsunterschiede nach Inkubation mit DMF.

3.2.8 TNF-alpha ELISA

Primare Splenozyten von 6 bis 8 Wochen alten weiblichen C57BL/6 und
SJL-Mausen wurden mit 1 pg/ml anti-CD3 (BD Bioscience) stimuliert und mit
1,10und 100 yM DMF behandelt. Der Uberstand wurde fiir 48 Stunden
gesammelt und die Konzentration von TNF-alpha (Tumornekrosefaktor-alpha)

gemaR den Herstellerangaben ermittelt (R&D Systems).3

2 Translokationsanalyse durchgefiihrt von Henke N und Dmitrij L

3 TNF-alpha ELISA-Messungen durchgefiihrt von Mausberg A.K
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3.2.9 Enzyme Linked Immuno Spot Assay (ELISPOT)

Die ELISPOT-Messungen (Enzyme Linked Immuno Spot Assay) erfolgten wie
zuvor beschrieben unter Verwendung von Splenozyten aus 6 bis 8 Wochen alten
weiblichen C57BL/6 and SJL-Mausen (Hofstetter et al., 2006).

Die mit 0,5 pg/ml anti-mouse CD3 stimulierten Splenozyten wurden fur 24 Stunden
mit 10 yM DMF oder Vehikel inkubiert. Die Spots wurden unter Verwendung eines
automatisierten ELISPOT-Lesegerates, dem Immunospot Analyzer (CTL

Analyzers LLC, Cleveland, USA), detektiert, ausgezahlt und analysiert.*

3.2.10 Extrazelluldre Ableitung mit Multi-Elektroden-Arrays und Signalanalyse

FUr die extrazellulare Ableitung mit Multi-Elektroden-Arrays (MEAs) wurden
kryokonservierte, dissoziierte, kortikale Neuronen aus Primarkulturen von
embryonalen Ratten (Embryonalstadium Tag 18, E18, Firma QBM Cell Science)
eingesetzt.

Nach dem Auftauen wurden die Zellen mit einer Dichte von 100.000 Zellen/cm? auf
Poly-D-Lysin- (PDL) und Laminin-beschichteten MEAs oder Deckglaschen
aufgebracht. Die neuronalen Zellkulturen wurden vor der Glutamat-Behandlung im
Brutschrank bei einer Temperatur von 37°C, bei 5 % CO2 und einer relativen
Luftfeuchte von 95 % fur 24 Stunden in Dimethylfumarat bzw. dem Vehikel
(DMSO) inkubiert.

Die Messung der neuronalen Aktivitat erfolgte bei 37°C und wurde bei sterilen
Bedingungen aufgezeichnet unter Verwendung der Multi-Elektroden-Arrays MEAs
(Multi Channel Systems). MEAs erlauben eine hochsensible und reproduzierbare
Stimulation und Messung der Aktivitat neuronaler Zellen. Zur Ableitung solcher
extrazellularen Potenziale wurden die oben beschriebenen primaren kortikalen
Zellen in kinstlichem Liquor cerebrospinalis (aCSF) auf der Glasoberflache von
MEAs kultiviert. Durch die 64 in den MEA-Chip eingebetteten Elektroden mit einem

4 ELISPOT-Messungen durchgefihrt von Zimmermann C und Hofstetter H
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Durchmesser von 30 um ist es mdglich, die spontane Netzwerkaktivitat und die

Signalausbreitung des sich entwickelnden neuronalen Netzwerkes in diesen

Zellkulturen nicht-invasiv und in Echtzeit zu beobachten.

Zudem erlauben MEAs es, neuronale Zellen zu stimulieren und die nachfolgende
elektrische Zellaktivitat orts- und =zeitaufgeldst aufzuzeichnen. Die dadurch
erreichte radumliche und zeitliche Aufldsung ermdglicht die Detektion einzelner
Aktionspotenziale. Damit kann eine hochempfindliche, reproduzierbare

Beurteilung der neuronalen Netzwerkaktivitat durch das Kultivieren Kkortikaler

Zellen direkt auf dem Chip erfolgen.
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Abbildung 5: Mikroelektroden-Array (MEA) fiir elektrophysiologische Untersuchungen an
Zellkulturen.

MEAs verfiigen Uber 60 sensible, titanbeschichtete Elektroden, um elektrische Aktivitdt von
lebenden und elektrisch aktiven Zellen zu messen. Die Elekiroden liegen am Boden eines
ZellkulturgeféBes aus Glas. Fiir akute oder wiederholende Messungen kénnen Zellen in dem
Glasgefal3 direkt auf dem Chip kultiviert werden. Daneben kénnen auch ganze Gewebeschnitte,
z.B. vom Gehirn oder anderen elektrisch aktiven Geweben in Medium auf dem Chip kultiviert
werden. Mittels MEA kann so die elektrische Aktivitdt in unterschiedlichen Bereichen von

Zellnetzwerken oder murinen Hirnschnitten erfasst und so eine zeitliche und rdumliche Auflésung
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der elektrophysiologischen Aktivitdt dargestellt werden. Das Kontaktpad erlaubt die Aufnahme
und Amplifikation der Signale und die Darstellung der Potenziale mittels einer Software.
(Foto: Abdruckgenehmigung des Rechteinhabers Multi Channel Systems MCS GmbH,

Reutlingen, Deutschland wurde erteilt).

Das Elektrodenfeld (Elektrodenarray) befindet sich im Zentrum des sternférmigen
Musters, welches in der Mitte des MEAs erkennbar ist. Das Elektrodenfeld ist Gber
Leiterbahnen mit den aullenliegenden Kontaktpads verbunden. Das
Zellkulturgefal®, das auf dem MEA befestigt ist, ermdglicht die Zugabe von
Nahrmedium und Badlésung (Abbildung 5).

Da die Materialien zur Herstellung der Elektroden, der Isolierung und des
Tragermaterials nicht cytotoxisch wirken, kénnen Zellen auf Multi-Elektroden-

Arrays auch fur langere Zeit kultiviert werden.
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Abbildung 6: Aufbau eines Multi-Elektroden-Array (MEA).

Dargestellt sind ein MEA (links) und daraus vergréR3ert ein MEA-Elektrodenfeld (Mitte), das sich
aus einer Vielzahl von Metallelektroden (rechts) und einer Dinnschichtleiterstruktur
zusammensetzt. Links: Ubersichtsbild eines MEA (siehe auch Abb. 5). Mitte: Nahaufnahme des
Elektronenfeldes Boden des gldsernen Zellkulturgefé3es. Elektroden im Abstand von 200 um
erlauben die Ableitung elektrischer Signale von Zellen. Rechts: Nahaufnahme einer einzelnen
Elektrode mit einem Durchmesser von 10 um.

(Foto: Abdruckgenehmigung des Rechteinhabers Multi Channel Systems MCS GmbH,

Reutlingen, Deutschland wurde erteilt).

Zur Ableitung extrazellularer Potenziale wurden die Zellen auf der Glasoberflache
von MEAs kultiviert. Die Elektroden haben einen Durchmesser von 10 um und
bestehen aus einer Titan-/Titannitrid-Legierung, die Isolationsschicht aus
Siliciumnitrid (SiN).
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Die Elektroden sind in einer 1,6 mm? gro3en, quadratischen 8x8-Matrix mit einem
Abstand von jeweils 200 um voneinander angeordnet (Abbildung 6). Daraus ergibt

sich eine groRe Oberflache, die eine hohe Signalauflésung ermdéglicht.®
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Abbildung 7: Nahaufnahme MEA und Potenzialableitung.

Links: Einzelne kortikale Neuronen kénnen auf MEAs kultiviert und mittels Phasenkontrast-
Mikroskopie visualisiert werden. Die einzelnen knopfartigen Punkte stellen jeweils eine
individuelle Elektrode dar. Rechts: Beispielhafte Darstellung eines elektrischen Potenzials,
welches mit einer MEA-Elektrode aufgenommen wurde. Die im Graph dargestellten Parameter
werden fiir statistischen Analysen verwendet (Albrecht et al. Journal of Neuroinflammation 2012,
9:163).

Lizenz: https.//creativecommons.org/licenses/by/2.0/ (Creative Commons CC BY 2.0)

Jeder Elektrode ist ein einzelner Messkanal (Channel) zugeordnet. Die Rohdaten
von allen 64 Messkanalen (Elektroden) wurden simultan mit einer
Samplingfrequenz von 25 kHz abgetastet, visualisiert und unter Verwendung der
Standardsoftware MC-Rack (Multi Channel Systems) gespeichert. Die Spike- und
Burst-Erkennung erfolgte offline mittels einer Spezialsoftware (Spanner 2.0,
Result, Deutschland) (Steinbeck et al., 2011).

5 Multi-Elektroden-Arrays durchgefiihrt von Goebels N und Quasthoff K
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3.2.11 Statistische Auswertung

Die statistischen Auswertungen und Diagrammerstellungen wurden mit der
Software Prism (GraphPad) und einem Tabellenkalkulationsprogramm (Microsoft

Excel) durchgefuhrt.

Der Mehrgruppenvergleich wurde mittels der zweifaktoriellen Varianzanalyse
(Two-Way-ANOVA) und dem Bonferroni- oder dem Dunnett-Post-hoc-Test
durchgefihrt, der Zweigruppenvergleich erfolgt unter Verwendung des
Student's t-Tests. Es wurden Signifikanzwerte von p < 0,05 ermittelt und als

signifikant eingestulft.
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4. Ergebnisse

4.1 Zeit-, Konzentrations- und Nrf2-abhédngige Wirkung von DMF

4.1.1 Konzentrationsabhéngige Wirkung von DMF

Eine Prainkubation mit 10 uM Dimethylfumarat flr 24 Stunden, aber nicht mit
Monomethylfumarat (MMF), schutzte die primaren Kortikalkulturen (Abbildung 8,
links) und die hippocampalen HT22-Zellen (Abbildung 8, rechts) vor oxidativer

Glutamat-Toxizitat.

Primare Kortikalkulturen Hippocampale HT22-Zellen
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Abbildung 8: DMF schiitzt neuronale Zellen vor oxidativer Glutamat-Toxizitat.

In einem Modell fiir endogenen, oxidativen Stress wurden primére Kortikalkulturen (links) und
hippocampale HT22-Zellen (rechts) mit Glutamat in verschiedenen Konzentrationen (ber das
Zellkulturmedium behandelt. Vor der Glutamat-Exposition erfolgte eine Prainkubation beider
Zellkulturen mit 10 uM DMF, MMF oder Vehikel fiir 24 Stunden. Die Glutamat-Inkubation erfolgte
nachfolgend fiir 24 Stunden mit anschlieBender Messung der Zellviabilitdt mittels Cell Titer Blue
Assay. 24-stiindige Préinkubation mit DMF, aber nicht mit MMF, schiitze die priméren
Kortikalkulturen und hippocampale HT22-Zellen vor oxidativer Glutamat-Toxizitat. Statistische
Auswertung mittels Two-Way-Varianz-Analyse (ANOVA) und Bonferroni Posthoc-Test zeigte fiir
die Werte der Abbildung 8 einen Signifikanzwert von *P<0,05. Abkiirzungen: Dimethylfumarat
(DMF), Monomethylfumarat (MMF), Vehikel (Veh).

Lizenz: https.//creativecommons.org/licenses/by/2.0/ (Creative Commons CC BY 2.0)
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Die Behandlung sowohl mit 10 mM DMF als auch mit 10 yM MMF erhdht den
zellularen Glutathionspiegel. Diese Wirkung liel3 sich sowohl mit als auch ohne

Zugabe von Glutamat beobachten (Abbildung 9).

Vehikel DMF MMF
— 2001 *
S
~ *
S 150- * T
©
g 1004 = .
C
S
T 50~ -
%)
0O 25 5 0O 25 5 0O 25 5
Glutamat (mM)

Abbildung 9: DMF und MMF erhéhen signifikant den zelluldren Glutathion Spiegel in
hippocampalen HT22-Zellen.

HT22-Zellen wurden mit 10 uM DMF, MMF oder Vehikel fir 24 Stunden behandelt und
nachfolgend fiir 8 Stunden mit den angegebenen Glutamat-Konzentrationen inkubiert. Im
Anschluss erfolgte die enzymatische Messung der intrazelluldren GSH-Konzentration. Erhéhte
GSH-Spiegel zeigten sich in sowohl in Prdsenz als auch in Abwesenheit von Glutamat. Die
statistische Auswertung mittels Two-Way-Varianz-Analyse (ANOVA) und Bonferroni Posthoc-
Test zeigte fir die Werte der Abbildung 9 einen Signifikanzwert von *P<0,05. Abklirzungen:
Glutathion (GSH), Dimethylfumarat (DMF), Monomethylfumarat (MMF), Vehikel (Veh).

Lizenz: https.//creativecommons.org/licenses/by/2.0/ (Creative Commons CC BY 2.0)

Die neuroprotektive Wirkung von DMF war bei 24-stindiger Behandlung
konzentrationsabhangig (Abbildung 10, links), die 24-stindige Behandlung mit
MMF hingegen zeigte keinen neuroprotektiven Effekt (Abbildung 10, rechts).



-27 -
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Abbildung 10: DMF wirkt konzentrationsabhéngig protektiv auf die Zellviabilitét.

Hippocampale HT22-Zellen wurden 24 Stunden mit den angegebenen Konzentrationen DMF,
MMF oder Vehikel behandelt. AnschlieBend erfolgte die Inkubation mit Glutamat und die
enzymatische Messung der intrazelluldren Glutathion-Konzentration. Der protektive Effekt zeigte
sich konzentrationsabhéngig fiir DMF, aber nicht fiir MMF. Abkiirzungen: Dimethylfumarat (DMF),
Monomethylfumarat (MMF), Vehikel (Veh)

Lizenz: https://creativecommons.org/licenses/by/2.0/ (Creative Commons CC BY 2.0)

4.1.2 Zeitabhéngige Wirkung von DMF

Die neuroprotektive Wirkung von DMF erreichte bereits nach 24 Stunden
Inkubationszeit ihren Maximalwert (Abbildung 11, rechts). Verglichen mit DMF
setzte die neuroprotektive Wirkung von MMF deutlich spater ein und wurde erst

nach einer Inkubationszeit von 96 Stunden erkennbar (Abbildung 11, links).
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Abbildung 11: DMF wirkt schneller als MMF protektiv auf die Zellviabilitét.

Hippocampale HT22-Zellen wurden 24 Stunden mit 10 uM DMF, MMF oder Vehikel behandelt.
AnschlieBend erfolgte die Inkubation mit Glutamat mit den angegebenen Konzentrationen und
die enzymatische Messung der intrazelluldren Glutathion-Konzentration. Der protektive Effekt von
MMF zeigte sich zeitverzégert und war erst nach 96 Stunden evident, wohingegen DMF bereits
nach 24 Stunden protektiv wirkte. Abklrzungen: Dimethylfumarat (DMF), Monomethylfumarat
(MMF), Vehikel (Veh).

Lizenz: https.//creativecommons.org/licenses/by/2.0/ (Creative Commons CC BY 2.0)

Bei einer Zugabe von Glutamat und einer Behandlung mit DMF zeigte sich
zunachst eine erhohte Toxizitat (Abbildung 11, rechts). Dies steht im Einklang mit
der Beobachtung, dass DMF erst nach einer Stunde Exposition den zellularen
GSH-Gehalt reduzierte (Abbildung 12).

Bei 24-stindiger Behandlung erhdohte DMF die GSH-Konzentration in
HT22-Zellen. Bei kurzeren Behandlungszeiten senkte es das intrazellulare GSH
(Abbildung 12).
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Abbildung 12: DMF reduziert den Glutathion-Gehalt in hippocampalen HT22-Zellen.
Hippocampale HT22-Zellen wurden fiir 1, 5, 8, 11 und 24 Stunden mit 10 uM DMF behandelt.
AnschlieBend erfolgte die enzymatische Messung der intrazelluldren GSH-Konzentration lber
den Zeitverlauf. Die signifikante Reduktion des intrazelluldren GSH-Gehaltes zeigte sich nach
1 Stunde Exposition mit 10 uM DMF. Die statistische Auswertung mittels Two-Way-Varianz-
Analyse (ANOVA) und Bonferroni Posthoc-Test zeigte fiir die Werte der Abbildung 12 einen
Signifikanzwert von *P<0,05. Abklirzungen: Dimethylfumarat (DMF), Glutathion (GSH), nicht
signifikant (n.s.) .

Lizenz: https://creativecommons.org/licenses/by/2.0/ (Creative Commons CC BY 2.0)

4.1.3 Nrf2-abhéngige Wirkung von DMF

Eine der wichtigsten Schutzmechanismen der Zellen vor oxidativem Stress besteht
im Transkriptionsfaktor Nrf2 (Nguyen et al., 2003).

Fir die Untersuchung der nuklearen Translokation von Nrf2 wurden HT22-Zellen
mit Vehikel (n=9.561 Zellen) oder mit 10 yM DMF fur 24 Stunden (n=8.170 Zellen)
sowie mit 25 yM TBHQ (n=3.281 Zellen) als Positivkontrolle Uber einen Zeitraum

von 4 Stunden behandelt.
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DMF hatte dabei keinen Effekt auf die GSH-Konzentration in embryonalen
Fibroblasten von NRF2-knockout Mausen (Abbildung 13).

C

9o

T 00 =

I=

Q n.s.

S 50

8 501

T

n

© ol .
Wildtyp  Nrf2-knockout
Genotyp der MEF

Abbildung 13: DMF zeigt keinen Einfluss auf Glutathion-Gehalt in Nrf2-defizienten Zellen.
Embryonale Fibroblasten aus Wildtyp- und aus Nrf2-knockout Mdusen wurden 24 Stunden mit
10 uM DMF (schwarze Balken) oder Vehikel (weilBe Balken) behandelt. AnschlieBend erfolgte die
enzymatische Messung der intrazelluldren GSH-Konzentration. Zellen ohne Nrf2 zeigten nach
DMF-Exposition keine Erhéhung des intrazelluldren GSH-Gehaltes. Die statistische Auswertung
mittels Student’s t-Test fiir verbundene Stichproben zeigte fiir die Werte der Abbildung 13 einen
Signifikanzwert von *P<0,05. Abkiirzungen: Glutathion (GSH), murine embryonale Fibroblasten
(MEF), nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (NRF2), nicht signifikant (n.s.) .

Lizenz: https.//creativecommons.org/licenses/by/2.0/ (Creative Commons CC BY 2.0)

Alle Grafiken des Kapitels 4.1 resultieren aus der Auswertung von Mittelwerten drei

unabhangiger Experimente und geben den Standardfehler +SEM oder + SEM an.
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4.2 Protektive Wirkung von DMF und die effiziente Glutathion-

Wiederverwertung

DMF erhohte in HT22-Zellen die mRNA-Expression verschiedener Gene, die an

der antioxidativen Reaktion beteiligt sind, darunter die Enzyme Glutamat-

cysteinligase (GCLC), NQO1, Peroxiredoxin 1 sowie der Untereinheit xCT.

Daneben zeigte sich eine reduzierte Expression der Glutathion-S-Transferase 1
(GST1) sowie der Hamoxygenase 1 (HO1) (Abbildung 16, oben). In kortikalen
Primarkulturen konnte durch DMF-Behandlung lediglich eine Induktion von xCT
und NQO1 beobachtet werden (Abbildung 14, unten).
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Abbildung 14: DMF induziert die mRNA-Expression von NRF2-abhdngigen antioxidativen Genen.
Hippocampale HT22-Zellen und primére Kortikalkulturen wurden 24 Stunden mit 10 uM DMF
oder Vehikel inkubiert. Die mRNA-Expression (Angabe relativ zur Kontrolle) wurde quantitativ
mittels real-time PCR erhoben. B-Aktin und HPRT fungierten als endogene Kontrollgene. Im
Vergleich zum Vehikel induzierte DMF-Behandlung die mRNA Expression von Transkripten, die
bei der zelluldren, antioxidativen Antwort relevant sind. Abbildung 14 zeigt Mittelwerte von drei
unabhéngigen Experimenten und gibt den Standardfehler +SEM an. Die statistische Auswertung
mit dem Student's t-Test fiir verbundene Stichproben zeigte einen Signifikanzwert von *P<0,05.
Abklirzungen: Dimethylfumarat (DMF), Vehikel (Veh), Glutamatcysteinligase (GCLC) Glutathion
Peroxidase 1 (GPX1), Glutathion-S-Transferase 1 (GST1), Hdmoxygenase 1 (HO1), NADPH-
Chinon-Oxidoreduktase-1 (NQO1), funktionelle Untereinheit des Glutamat-Zystin-Antiporters
(xCT), Peroxiredoxin (PRX1), Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase (HPRT) .

Lizenz: https://creativecommons.org/licenses/by/2.0/ (Creative Commons CC BY 2.0)

Anschlielend wurde untersucht, ob die funktionale Hemmung der am starksten
induzierten Transkripte xCT sowie GCLC die protektive Wirkung von DMF aufhebt.
Dabei wurden (S)-4-CPG und Buthioninsulfoximin (BSO) als Inhibitoren
eingesetzt. Experimentell zeigte sich nachfolgend, dass DMF weiterhin eine
protektive Funktion gegen beide Verbindungen aufrechterhalten konnte
(Abbildung 15).
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Abbildung 15: DMF wirkt auch bei Inhibition der de novo Synthese von Glutathion protektiv.
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Hippocampale HT22-Zellen wurden fiir 24 Stunden mit 10 uM DMF oder Vehikel inkubiert.
AnschlieBend erfolgte die Exposition mit (S)-4-CPG) bzw. BSO mit den angegebenen
Konzentrationen fiir weitere 24 Stunden. Das Zelliiberleben wurde mittels Cell Titer Blue Assay
anhand der optischen Dichte bestimmt. DMF zeigte einen protektiven Effekt auch bei Inhibition
von GCLC durch BSO (links) bzw. Inhibition des System Xc durch (S)-4-CPG (rechts).
Abbildung 15 zeigt Mittelwerte von drei unabhédngigen Experimenten und gibt den Standardfehler
+ SEM an. Die statistische Auswertung mit dem Student's t-Test flir verbundene Stichproben
zeigte einen Signifikanzwert von *P<0,05. Abkiirzungen: Dimethylfumarat (DMF), Vehikel (Veh),
Optische  Dichte (OD), Glutamatcysteinligase (GCL), Buthioninsulfoximin  (BSO),
(S)-4-Carboxyphenylglycin ((S)-4-CPG) .

Lizenz: https://creativecommons.org/licenses/by/2.0/ (Creative Commons CC BY 2.0)
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Abbildung 16: DMF erh6ht zelluldre GSH-Spiegel auch bei Inhibition der Glutathion-Synthese.

Hippocampale HT22-Zellen wurden fiir 24 Stunden mit 10 uM DMF (schwarze Balken) oder
Vehikel (weiBe Balken) inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Exposition mit BSO in den
angegebenen Konzentrationen oder mit Zystin-freiem Medium fiir weitere 24 Stunden. Im
Anschluss wurde die intrazelluldre Glutathion-Konzentration mittels enzymatischer Messung
bestimmt. Die zelleigene Glutathion-Synthese wurde so auf zwei Wegen unterbunden: BSO
inhibiert die Glutamat-Zystin-Ligase und Inkubation in Zystin-freiem Medium fiihrt zur Depletion
des intrazelluldren Zystins. In beiden Féllen fiihrte die Zugabe von DMF trotzdem zu Erhéhung
der intrazelluldren GSH-Spiegel. Abbildung 16 zeigt Mittelwerte von drei unabhdngigen
Experimenten und gibt den Standardfehler +SEM an. Die statistische Auswertung mit dem

Student’s t-Test fir verbundene Stichproben zeigte einen Signifikanzwert von *P<0,05.
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Abklirzungen: Glutathion (GSH), Dimethylfumarat (DMF), Vehikel (Veh), Buthioninsulfoximin
(BSO) .

Lizenz: https://creativecommons.org/licenses/by/2.0/ (Creative Commons CC BY 2.0)

DMF war auch in der Lage den Glutathion-Spiegel signifikant zu erhéhen, wenn
die GSH-Synthese durch Hemmung der Glutamat-Zystin-Ligase mittels BSO
(Abbildung 16, links) oder durch Inkubation in Zystin-freiem Medium aufgehoben
wurde (Abbildung 16, rechts). DMF konnte also noch eine protektive Wirkung in
neuronalen Zellen vermitteln, wenn die de novo Glutathion-Synthese blockiert

wird.

4.3 Einfluss der protektiven Konzentrationen von DMF auf die

Zytokinproduktion in aktivierten Splenozyten

Nachfolgend wurde die Wirkung der neuroprotektiven DMF-Konzentrationen auf
die Zellviabilitat sowie auf das Profil von Splenozyten-sezernierten Zytokinen nach
24-stindiger DMF-Behandlung untersucht. Dazu wurden primare Splenozyten aus
C57BL/6- und SJL-Mausen verwendet, die zuvor durch anti-CD3 stimuliert wurden.
Die Messung der Apoptose und Nekrose erfolgte mittels FACScan
DurchfluRzytometer unter Verwendung von Annexin V- und 7-AAD-Farbung
(7-Amino-Actinomycin).
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Abbildung 17: DMF in neuroprotektiven Konzentrationen wirkt nicht-toxisch auf primére
Splenozyten.
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Inkubation von aktivierten Splenozyten aus C57BL/6- (links) und SJL-Mé&usen (rechts) mit DMF
flir 24 Stunden in neuroprotektiven Konzentrationen von 1 uM bzw. 10 uM wirkte sich nicht
negativ auf die Zellviabilitdt aus, wéhrend die Exposition mit 100 uM zum Zelltod / Apoptose
fihrte. Die Zellviabilitdt wurde quantitativ mittels Durchflusszytometrie mit Apoptosemarker 7-
AAD und Zelltodmarker AnnexinV bestimmt. Abbildung 17 zeigt Mittelwerte von drei
unabhéngigen Experimenten und gibt den Standardfehler +SEM an. Die statistische Auswertung
zeigte mittels Two-Way-Varianz-Analyse (ANOVA) und Bonferroni Posthoc-Test fiir die Werte der
Abbildung 17 einen Signifikanzwert von *P<0,05. Abklirzungen: 7-Amino-Actinomycin (7-AAD)
Dimethylfumarat (DMF), Vehikel (Veh) .

Lizenz: https.//creativecommons.org/licenses/by/2.0/ (Creative Commons CC BY 2.0)

Wahrend eine Konzentration von 100 uM DMF die Anzahl nekrotischer und
apoptotischer Splenozyten aus C57BL/6- und SJL-Mausen signifikant erhohte,
ergaben sich bei beiden Mausstammen keine signifikanten Unterschiede auf die
Zellviabilitat durch eine Behandlung mit 10 yM DMF bzw. der Vehikelkontrolle
DMSO (Abbildung 17, links C57BL/6-Mause und Abbildung 17, rechts
SJL-Mause).

Dieses vorangehende Experiment wies darauf hin, dass neuroprotektiv-wirksame
DMF-Konzentrationen keinen negativen Effekt auf die Zellviabilitat primarer

Splenozyten zu haben scheinen.

4.4 Nur DMF-behandelte neuronale Zellen, nicht aber Splenozyten, fiihren
durch Glutathion-Sekretion zur Erh6hung der extrazelluldren Glutathion-

Konzentration

Ziel der Untersuchungen war es zu ermitteln, welchen Effekt DMF auf die
Interaktion zwischen neuronalen HT22-Zellen und murinen Splenozyten hat. Dazu
wurden Prakonditionierungs-Experimente durchgefuhrt, bei denen die Wirkung
des Uberstandes aus DMF-vorbehandelten Zellkulturen analysiert wurde. Hierbei
beobachten wir, dass es sowohl in HT22-Zellen als auch in Splenozyten, die mit
10 uM DMF fur 24 Stunden prakonditioniert wurden, in gleichen Malden zu einer
Erhdhung des intrazellularen Glutathion-Gehaltes kam. Jedoch setzten nur

HT22-Zellen, nicht aber Splenozyten, Glutathion auch extrazellular frei. Dieses



- 36 -

Resultat deutet auf Unterschiede und eine differentielle Regulation in der
Glutathion-Ausschuttung bzw. -Wiederverwertung von HT22-Zellen bzw.
Splenozyten hin (Abbildung 23).

Nachfolgend wurde untersucht, ob diese DMF-vermittelten Veranderungen des
Glutathion-Gehaltes und die Viabilitat neuronaler Zellen auch die Viabilitat von
Splenozyten oder umgekehrt beeinflussen. Dazu wurden HT22-Zellen und murine
Splenozyten fur 24 Stunden mit 10 uM DMF bzw. Vehikel behandelt. DMF wurde
nachfolgend aus dem Medium entfernt und die Zellen fir weitere 24 Stunden in
einem DMF-freien Medium inkubiert, um eine Akkumulation des sezernierten
Glutathions bzw. anderen, durch DMF induzierte sekretierte Substanzen, zu
ermoglichen. AnschlielRend wurde das so gewonnene prakonditionierte Medium
auf unbehandelte Zellen Ubertragen und diese darin flr weitere 24 Stunden
inkubiert.
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Abbildung 18: DMF-behandelte HT22 sekretieren neuroprotektives GSH nach Zystin-Depletion.

Links: Hippocampale HT22-Zellen und primére Splenozyten wurden fiir 24 Stunden mit 10 uM
DMF (schwarze Balken) oder Vehikel (weil3e Balken) préinkubiert Der intrazelluldre GSH-Gehalt
wurde mittels enzymatischer Messung bestimmt und auf den zelluldren Proteingehalt sowie auf
Vehikel-behandelte Zellen normalisiert. Danach erfolgte eine 4-stiindige Inkubation in Zystin-
freiem Medium mit anschlie8ender 24-stiindiger Inkubation in Medium mit 10 uM DMF (schwarze
Balken) bzw. Vehikel (weilBe Balken). Freigesetztes (extrazelluldres) GSH wurde nachfolgend
quantifiziert. HT22-Zellen und primére Splenozyten zeigten nach 24-stiindiger Préinkubation mit
10 uM DMF zunéchst einen erhéhten intrazelluldren GSH-Gehalt, aber nur HT22-Zellen
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sekretierten GSH in neuroprotektiven Konzentrationen in das Medium. Rechts: Hippocampale
HT22-Zellen, die mit prékonditioniertem Medium aus HT22-Kulturen behandelt wurden, nehmen
das im Medium enthaltene GSH auf. Primédre Splenozyten zeigten dagegen keine Aufnahme von
GSH aus konditioniertem Medium (KM). Abbildung 18 zeigt Mittelwerte von drei unabhéngigen
Experimenten und gibt den Standardfehler +SEM an. Die statistische Auswertung mit dem
Student’s t-Test fiir verbundene Stichproben zeigte fiir die Werte der Abbildung 18 einen
Signifikanzwert von *P<0,05. Abkiirzungen: Glutathion (GSH), Dimethylfumarat (DMF), Vehikel
(Veh), konditioniertes Medium (CM) .

Lizenz: https.//creativecommons.org/licenses/by/2.0/ (Creative Commons CC BY 2.0)

Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass HT22-Zellen, die im durch
DMF-Vorbehandlung prakonditionierten Medium kultiviert wurden, in der Lage
sind, Glutathion aufzunehmen und einen signifikant hoheren intrazellularen
Glutathion-Gehalt aufwiesen. Entsprechend im prakonditionierten Medium
kultivierte Splenozyten zeigten hingegen keinen erhohten GSH-Gehalt
(Abbildung 18, rechts).
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Abbildung 19: GSH aus prékonditioniertem Medium wirkt protektiv gegen Glutamat-Toxizitét in
HT22-Zellen und Splenozyten.

Hippocampale HT22-Zellen wurden mit prékonditioniertem Medium von DMF-behandelten HT22-
Kulturen inkubiert und anschlieBend fiir 24 Stunden verschiedenen Glutamat-Konzentrationen
ausgesetzt. Das prékonditionierte Medium zeigte einen protektiven Effekt gegeniiber der

oxidativen Glutamat-Toxizitét (links). Das gleiche prékonditionierte Medium hatte dabei keinen
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Einfluss auf die Zellviabilitdt in unstimulierten Splenozyten, welche quantitativ mittels
Durchflusszytometrie mit Zelltodmarker Annexin V, dem Apoptosemarker 7-AAD sowie lebenden
Zellen bestimmt wurde. Abbildung 19 zeigt Mittelwerte von drei unabhédngigen Experimenten und
gibt den Standardfehler £ bzw. + SEM an. Die statistische Auswertung mit dem Student's t-Test
fir verbundene Stichproben zeigte fir die Werte der Abbildung 19 (links) und mit Two-Way-
Varianz-Analyse (ANOVA) und Bonferroni Posthoc-Test fiir die Werte der Abbildung 19 (rechts)
einen Signifikanzwert von *P<0,05. Abkirzungen: Dimethylfumarat (DMF), Vehikel (Veh),
arbitrdre Units (AU), Annexin V (AV), 7-Amino-Actinomycin (7-AAD) .

Lizenz: https.//creativecommons.org/licenses/by/2.0/ (Creative Commons CC BY 2.0)

Weiterhin wurde der Einfluss des prakonditionierten Mediums auf das
Zelliberleben untersucht. Dabei zeigte sich, dass sich das mit DMF-vorbehandelte
HT22-Zellen prakonditionierte Medium protektiv auf andere HT22-Zellen auswirkte
(Abbildung 19, links), jedoch keinen Effekt auf das Uberleben von unstimulierten
Splenozyten hatte (Abbildung 19, rechts). In der vorliegenden Versuchsanordnung
konnte dabei weder eine extrazellulare Sekretion von Glutathion durch
Splenozyten gemessen werden noch ein Benefit der Splenozyten durch das von

neuronalen Zellen sekretierte Glutathion.

Dabei ist anzumerken, dass eine umgekehrte experimentelle Anordnung, d.h. ein
mit DMF-vorbehandelte Splenozyten prakonditioniertes Medium auf HT22-Zellen
zu Ubertragen nicht mdglich war. Die Ursache lag hierbei in technischen Griinden,
da der verwendete Zellviabilitats-Assay nicht mit Splenozyten-Medium verwendbar

ist.
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5. Diskussion

Die vorliegende Studie wurde mit dem Ziel durchgefuhrt, die Wirkmechanismen
von Dimethylfumarat (DMF) hinsichtlich der  Neuroprotektion und
Immunmodulation ndher zu charakterisieren. Dabei sollten die neuroprotektiven
Effekte von Dimethylfumarat sowie dessen Einfluss auf die Immunmodulation —
insbesondere bezuglich konzentrationsabhangiger Wirkunterschiede — analysiert
werden. Zudem wurde untersucht, wie Dimethylfumarat sich auf interzellulare
Wechselwirkungen zwischen neuronalen und Immunzellen auswirkt sowie die

Auswirkung der Substanz auf neuronale Funktionen.

Eine der wichtigsten Erkenntnisse aus den vorliegenden Experimenten besteht
darin, dass DMF neuronale Zellen bereits in niedrigen Konzentrationen durch eine
Erhéhung des zellularen Glutathion (GSH)-Gehalts vor oxidativem Stress schutzt
(vgl. 4.2.).

In den durchgeflhrten Experimenten bendtigte der zellprotektive Effekt durch DMF
einer zeit- und konzentrationsabhangigen Wirkweise dabei weniger Zeit zur
vollstandigen Auspragung als der durch Monomethylfumarat (MMF) induzierte
Schutz vor oxidativer Glutamat-Toxizitat (vgl. 4.1.1). Die Induktion der
antioxidativen Stressantwort, die schlieBlich zur GSH-Synthese flhrt, scheint
dabei die Reaktion der Zelle auf einen ersten und kurzzeitigen oxidativen Stress
zu sein. Als Ursache konnte hier sein, dass DMF unmittelbar nach Zugabe zur
Zellkultur den zellularen GSH-Gehalt reduziert.

DMF ist ein ungesattigter Carbonsaureester, welcher daher sehr wahrscheinlich
zunachst das Glutathion bindet und es nachfolgend sequestriert (Ghoreschi et al.,
2011).

Die Langzeiteffekte von DMF in neuronalen Zellen werden vermutlich Gber den
Transkriptionsfaktor Nrf2 vermittelt. Dieser Transkriptionsfaktor spielt eine
wesentliche Rolle bei der Aktivierung von sogenannten antioxidant response
elements (ARE) in Promoterregionen protektiver Gene wie NQO1 (Linker et al.,

2011) oder HO-1 (Lin et al., 2011). Die Aktivierung von Promotorregionen solcher
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Gene flhrt letztlich zu einer intrazellularen Erhéhung des wichtigen Antioxidans
GSH.

Andere untersuchte Mechanismen, wie die Hemmung der nuklearen Translokation
des Transkriptionsfaktors NF-kB, waren im untersuchten Zelltyp nicht
nachweisbar. Ferner wurde eine Erhohung der Glutathion-Synthese in Nrf2-
knockout-Zellen verhindert (vgl. 4.1.3).

Ubereinstimmend mit diesem Resultat, zeigten Albrecht und Kollegen, dass eine
Inkubation hippocampaler HT22-Zellen mit DMF bereits bei vergleichbar niedrigen
Konzentrationen bis 10 yM die nukleare Nrf2-Konzentration erhdht, ohne dabei
Einfluss auf den Transkriptionsfaktor NF-kB zu nehmen (Albrecht et al., 2012).
Eine weitere Studie berichtete eine mdgliche Inhibition der nuklearen Translokation
von NF-kB als Ursache fur die protektiven Langzeiteffekte von DNF (Ghoreschi et
al., 2011). Diese Theorie ist jedoch moglicherweise weniger wahrscheinlich, da in
Nrf2-knockout Zellen eine Erhéhung der Glutathion-Synthese verhindert wurde
(Albrecht et al., 2012). Dies weist darauf hin, dass der in dieser Arbeit gezeigte
protektive Effekt von DMF gegenuber oxidativen Stress vermutlich mafgeblich
uber den Nrf2-Glutathion-Signalweg vermittelt wird (Albrecht et al., 2012).

Auf der transkriptionellen Ebene war der am deutlichsten induzierte
Transkriptionsfaktor in HT22-Zellen und kortikalen Primarkulturen xCT (vgl. 4.2).
Diese funktionelle Untereinheit des Systems Xc ist maRgeblich in der zellularen

Glutathion-Homoostase involviert (Albrecht et al., 2010).

Experimentell erhdhte DMF auch dann den Glutathion-Gehalt, wenn die Aktivitat
des Glutamat-Zystin-Antiporters System Xc pharmakologisch mittels BSO oder
durch Inkubation in Zystein-freiem Medium inhibiert wurde (vgl. 4.2). Diese
Beobachtung lasst auf ein effizientes Glutathion-Recycling schlie3en, wobei der
genaue Mechanismus zum Zeitpunkt der Studie nicht bekannt war.

Ein weiterer Hinweis auf ein verbessertes Glutathion-Recycling liegt zudem darin,
dass DMF bei blockierter de novo Glutathion-Synthese noch eine protektive
Wirkung in neuronalen Zellen vermitteln konnte (vgl. 4.2). In einer Anschlussarbeit
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konnte nachgewiesen werden, dass Dimethylfumarat das Glutathion-Recycling
durch Hochregulierung der Glutathion-Reduktase induziert (Hoffmann C et al.,
2017).

Im Kontext des immunologischen Effektes von DMF analysierten Albrecht und
Kollegen den Effekt von DMF auf die Prasenz proinflammatorischer Zytokine in
DMF-vorbehandelten, anti-CD3-stimulierten, primaren Splenozyten von C57BL/ 6-
und der immunologisch reaktiveren SJL-Mauslinie. Dabei zeigte sich keine
Veranderung der Produktion von Interleukin-4 oder Interleukin-5, jedoch eine
signifikante Herabregulierung der proinflammatorischen Zytokine TNF-alpha,
Interleukin-2 und Interleukin-17 in primaren Splenozyten von C57BL/ 6-Mausen
(Albrecht et al. 2012). Starker reagierten Splenozyten von SJL-Mausen auf die
DMF-Exposition. Hier fand sich eine Reduktion der Zytokine Interleukin-4,
Interleukin-5, Interleukin-6 und Interleukin-17 sowie von Interferon-gamma
(Albrecht et al., 2012). DMF fuhrte also in beiden Mauslinien zu einer Reduktion
proinflammatorischer Zytokine, was einen insgesamt anti-inflammatorischen Effekt

vermittelt.

Dabei sollte berucksichtigt werden, dass in diesen Experimenten nur die
unmittelbare Wirkung einer zeitlich relativ kurzen DMF-Behandlung und zwar in
niedrigen Konzentrationen auf unsortierte Splenozyten, ohne Priming der
Antigenprasentierenden Zellen, untersucht wurde. Interessanterweise berichtet
eine vorherige Studie, dass eine invitro Behandlung mit 70 yM DMF die
Produktion von IL-4 durch CD4+ T-Lymphozyten nur dann erhohte, wenn eine
Gegenwart von dendritischen Zellen bestand. Ein Priming ausschlieB3lich mit
anti-CD3/28 Antikérpern war hingegen nicht ausreichend, was auf die
Notwendigkeit einer Prasenz Antigenprasentierender Zellen fur die TH2-vermittelte
Immunantwort hinweist (de Jong et al., 1996; Ghoreschi et al., 2011).

Die hier vorliegenden Daten deuten zudem an, dass eine zusatzliche direkte
Wirkung von DMF auf Splenozyten vorliegt, welche sich von der Wirkung beim

Priming einer T-Zellantwort unterscheidet.
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Fir die im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten Experimente wurde
prakonditioniertes Medium verwendet, welches aus DMF-vorbehandelten
HT22-Zellen gewonnen wurde (vgl. 4.4). Die Kultivierung von Zellen in diesem
prakonditionierten Medium zeigte, dass sowohl primare Splenozyten als auch
neuronale Zellen ihren intrazellularen Glutathion-Gehalt nach DMF-Behandlung
erhdhen. Allerdings konnte nur bei den neuronalen Zellen eine Freisetzung dieses
Glutathions in den extrazellularen Raum beobachtet werden. Dieser Mechanismus
dient moglicherweise dazu, umliegende neuronale Zellen vor oxidativem Stress zu
schitzen, da diese in der Lage sind, das Glutathion durch den
Konzentrationsanstieg in der Umgebung aufzunehmen. Neuroprotektiv wirksame
DMF-Konzentrationen konnten dabei eine relevante immunmodulatorische
Wirkung haben, ohne sich negativ auf die Zellviabilitat der Splenozyten
auszuwirken. Dieser Zytokin-Release ist bei SJL-Mausen, die gegentber C57BL/6

uber ein aktiveres Immunsystem verfugen, starker ausgepragt.

Das gleiche prakonditionierte Medium konnte unstimulierte Splenozyten jedoch
nicht vor dem Zelltod schitzen (vgl. 4.4). Diese Beobachtung impliziert
mdglicherweise, dass die Apoptose dieser Zellen nicht primar durch oxidativen
Stress verursacht wird, bzw., dass diese Zellen nicht fahig sind, das freigesetzte
Glutathion Uberhaupt aufzunehmen.

Interessant hierbei ist, dass trotz einer Erhdhung ihres intrazellularen Glutathion-
Gehaltes, DMF-vorbehandelte Splenozyten kein Glutathion in den extrazellularen
Raum freisetzten sowie, dass eine Kultivierung in diesem Zellkulturmedium nicht

den Glutathion-Gehalt der Splenozyten erhohte.

Zusammenfassend weisen diese Ergebnisse damit darauf hin, dass sowohl
neuronale HT22-Zellen als auch Splenozyten als Immunzellen in der Lage sein
konnten, ihren intrazellularen Glutathion-Spiegel nach einer DMF-Behandlung zu
erhdhen. (vgl. 4.4) Dabei waren allerdings nur die neuronalen Zellen in der Lage
dieses Glutathion auch in den extrazellularen Raum zu sekretieren, nicht aber die
untersuchten Splenozyten. Mdglicherweise dient dies als Schutzfunktion flr

umliegende neuronale Zellen.
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Die vorliegenden Ergebnisse lassen mutmalen, dass Splenozyten im Gegensatz
zu HT22-Zellen, entweder kein Glutathion ausschutten, oder dieser Zelltyp
moglicherweise einen erhohten Bedarf aufweist und das freigesetzte Glutathion
wahrend der 4-stindigen Inkubation in Zystin-freiem Medium verbraucht. Eine
weitere Maoglichkeit  konnte im grundsatzlichen Mangel eines

Recycling-Mechanismus fur Glutathion in Splenozyten liegen.

Experimente auf Multi-Elektroden-Arrays (MEAs) zeigten, dass die Behandlung mit
10 oder 100 uM DMF keinen Effekt auf die neuronale Aktivitdt von primaren
kortikalen Neuronen hat, die auf diesen MEAs kultiviert wurden (Albrecht et al.,
2012). Diese Ergebnisse legen nahe, dass auch hohe DMF-Konzentrationen in
vitro keine direkten Auswirkungen auf die neuronale Netzwerkaktivitat von
kortikalen Kulturen auf MEAs haben.

Zusammenfassend zeigen die Resultate dieser Studie, dass DMF bereits in
niedrigen Konzentrationen von 10 uyM protektive Effekte auf neuronale Zellen
vermittelt, in dem es das Zelliberleben positiv beeinflusst und den endogenen,
oxidativen Stress reduziert. Ubereinstimmend mit unseren Erkenntnissen konnten
andere Studien =zeigen, dass DMF daneben die =zur Reduktion der
proinflammatorischen Zytokine TNF-a, Interleukin-2 und Interleukin-17 fahrt und
somit entzundlichen Vorgangen entgegenwirkt. (Albrecht et al., 2012). Wir
glauben, dass diese Kombination aus immunmodulatorischen und
neuroprotektiven Mechanismen relevant sind fur das bessere Verstandnis der
pharmakologischen Wirkweise von DMF und dessen aktiven Metaboliten MMF in

der Behandlung der Multiplen Sklerose.
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