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Abkurzungsverzeichnis

°C Grad Celsius
AMD Altersbedinge Makuladegeneration
ARG1 Arginase-1
ATPase Adenosintriphosphatase
BM Bruch-Membran
BPC Bipolarzelle
C Choroidea
CAT1 Catalase-1
CCL2 CC-Chemokin-Ligand-2
CD163 Cluster of Differentiation 163
CD4+/ CD8+ Cluster of Differnetiation 4+ / 8+
CNV Choroidale Neovaskularisierung
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DAMPs Damage-associated molecular patterns
DMEM Dulbeccos modified eagle medium
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DR Drusen
FBS/FCS Fetal bovine serum / Fetal calf serum
FIZZ Found in inflammatory zone
GADPH Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
GC Ganglienzelle
GCL Ganglion cell layer / Ganglienzellschicht
GSH Glutathion
h Hour / Stunde
HC Horizontalzelle
HMOX1 Hamoxygenase-1
IL Interleukin
IL-1B Interleukin-13
IL-6 Interleukin-6
INL Inner nuclear layer / Innere Kérnerschicht
iINOS Induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase
IPL Inner plexiforme layer / Innere plexiforme Schicht
KEAP1 Kelch-like ECH-associated protein 1
MMF Monomethylfumarat
n Number / Anzahl
NF-kB Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
NFL Nerve fiber layer / Nervenzellschicht
NRF2 Nuclear-factor-erythroid-derived-2-related factor 2
NQO1 NAD(P)H-Dehydrogenase
ONL Outer nuclear layer / AuRere Kérnerschicht
OPL Outer plexiforme layer / AuBere plexiforme Schicht
p p-Wert
PAMPs Pathogen-associated molecular patterns
PCR Polymerase chain reaction / Polymerase-Kettenreaktion
PL Photoreceptor layer / Fotorezeptorschicht
P/S Penicillin / Streptomycin
RPE Retinales Pigmentepithel
SOD2 Superoxiddismutase-2
TNFa Tumornekrosefaktor Alpha
TSPO Translocator Protein
YM1 Chitinase-3-like protein 3
ZNS Zentrales Nervensyste




1. Zusammenfassung

In den vergangenen Jahren hat sich Dimethylfumarat als vielversprechendes Medikament zur
Behandlung verschiedener Krankheiten herausgestellt. Insbesondere das Praparat Tecfidera
hat als Vorreiterarznei fur die Behandlung der schubférmig remittierenden Multiplen Sklerose
an Bedeutung gewonnen und wird seit 2014 verordnet. Die anti-entzindlichen und
antioxidativen Eigenschaften von DMF wurden in zahlreichen Studien nachgewiesen und die
Frage nach einem erweiterten Anwendungsspektrum kam auf. Heutzutage wird DMF auch zur
Behandlung von autoimmunen Hauterkrankungen eingesetzt. Ein therapeutisches Ziel in der
Behandlung von neurodegenerativen Erkrankungen ist es, die Immunantwort zu verandern,
welche im ZNS unter anderem von Mikrogliazellen moduliert wird. Diese sind als residente
Immunzellen daflr verantwortlich, das zentrale Nervensystem zu schitzen. Es sind jedoch oft
langanhaltende Immunreaktionen, die den Ubergang von einer entziindlichen zu einer
chronischen degenerativen Neuropathologie ermoglichen. Dieser Prozess fiihrt im weiteren
Verlauf, wie bei der altersbedingten Makuladegeneration, zum Untergang von Sinneszellen.
Die in-vitro-Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen: DMF interveniert hier, indem es die
Reaktivitdt der Mikroglia moduliert. Dabei wird auf Transkriptions-, Sekretions- und auf
oxidativer Ebene die Balance wiederhergestellt. Gleichermalen beeinflusst DMF wichtige
Schlisselfunktionen von Mikroglia, was ebenfalls eine Ubertriebene Immunantwort verhindert.
AbschlieRend konnte nachgewiesen werden, dass das Zurlckflhren in den Ruhestand der
Mikrogliazellen schadliche Auswirkungen auf Fotorezeptorzellen so stark dezimiert, dass die
Neurotoxizitat signifikant abnahm. Die Wirkungsweise von DMF ist zum heutigen Tag nicht
vollstéandig verstanden, aber diese praklinischen Ergebnisse deuten auf vielversprechende
ophthalmologische Einsatzmoglichkeiten hin. Obgleich es weiterer Evidenz durch in-vivo-
Studien bedarf, besteht Zuversicht in der Behandlung der weltweit verbreitetsten

Augenerkrankung, der altersbedingten Makuladegeneration.



2. Einleitung

2.1. Das Auge

Das Auge ist ein komplexes Organ, das flr das Sehen, das heil’t fir die visuelle Wahrnehmung
unserer Umwelt, verantwortlich ist. Es besteht aus verschiedenen Teilen, die in
Zusammenarbeit Lichtstrahlen auffangen und in elektrische Impulse umwandeln, welche vom
Gehirn interpretiert werden. Im Hinblick auf die Wahrnehmung der Umwelt ist der Sehsinn mit
einem Anteil von ca. 70 % der am starksten genutzte Sinn des Menschen (Welsch & Liebmann,
2004). Eine Einschrankung oder gar der Verlust der visuellen Wahrnehmung flihrt zu sozialen

Beeintrachtigungen und beeinflusst die gesamte Lebensfluhrung einher (Senra et al., 2015).

Der Aufbau des Auges (Abb. 1 A) Iasst sich in mehrere Teile gliedern. Umgeben ist das Auge
von der Lederhaut (Sklera), die im Bereich der Hornhaut (Kornea) durchsichtig ist. Die Kornea
kann deswegen als das Fenster zum Auge betrachtet werden (Kaplan, 2007). Zusammen mit
der Kornea kann die darunter liegende Linse auf Grundlage muskularer Aktivitat (Ziliarmuskeln)
verformt werden, um das Licht zu fokussieren (Breiner, 2019). Nachdem die Lichtstrahlen
durch die Linse, reguliert von der Pupille, in den klaren Glaskdrperraum des Auges eingetreten
sind, treffen sie auf die neurosensorische Netzhaut (Retina) (Grajewski, 2021; Kaplan, 2007).
Die Retina ist eine Schicht von Nervenzellen zwischen der stark vaskularisierten Choroidea
(Aderhaut) und dem Glaskorper, welche die Innenseite des Augapfels bedeckt. Sie enthalt
uber 60 Millionen lichtempfindliche Zellen, die Fotorezeptoren, wobei die Dichte dieser Zellen
mit dem Alter abnimmt (Jonas et al., 1992; Panda-Jonas et al., 1995). Am hdchsten ist die
neuronale Dichte im gelben Fleck, der Bereich des scharfsten Sehen. Dieser Bereich wird
auch Makula genannt. Die Rezeptoren nehmen die Energie des Lichts auf und wandeln es in
ein neuronales Signal um, welches am blinden Fleck die Retina verlasst und tber den Sehnerv
an den Nucleus geniculatus lateralis des zentralen Nervensystems (ZNS) weitergeleitet wird
(Kaplan, 2007; Willoughby et al., 2010). Das Gehirn interpretiert diese Impulse als Bilder und

|asst uns so die Welt um uns herum sehen.

2.2. Aufbau und Funktion der Retina

Der Aufbau der Retina (Abb. 1B) ist in eine mehrschichtige Struktur unterteilt, die aus einer
Vielzahl verschiedener Zelltypen besteht. Neben den oben genannten Fotorezeptorzellen,
welche sich in Zapfen und Stabchen unterteilen, finden sich Ganglienzellen, Bipolarzellen,

Gliazellen, amakrine Zellen und Horizontalzellen (zu sehen in Abb. 3A), die parallel und in
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Kombination zusammenarbeiten, um ein komplexes Sehergebnis zu erzeugen (Hoon et al.,
2014; Willoughby et al., 2010).

Die auBerste Schicht der Netzhaut ist das retinale Pigmentepithel (RPE). Es liegt zwischen
den lichtsensitiven Fortsatzen der Fotorezeptorzellen und der Bruch-Membran (BM), die
wiederum zur Choroidea (C) abgrenzt. Neben nutritiven und homdostatischen Funktionen und
Phagozytose interagieren die RPE-Zellen mit Zapfen-Sinneszellen und sind an der
Lichtwahrnehmung beteiligt (Straul3, 2009). Das RPE isomerisiert das all-trans-Retinal zum
11-cis -Retinal (Strauss, 2005), welches beim Sehen in Dammerung von Bedeutung ist
(Hejtmancik & Nickerson, 2015). Die Pigmentepithelzellen bilden aulRerdem mit ihren Tight-
junctions die auliere Blut-Retina-Schranke (Cunha-Vaz et al., 2011). Dem RPE schlief3t sich
die Fotorezeptorschicht (Photoreceptor Layer, PL) mit den lichtempfindlichen Fortsatzen der
Fotorezeptoren an, die ihre Perikaryen jenseits der duReren Grenzschicht in der auf3eren
Koérnerschicht (Outer Nuclear Layer, ONL) haben. In der duf3eren plexiformen Schicht (Outer
Plexiforme Layer, OPL) verlaufen die Axone der Sinneszellen und derer Verbindungen zu den
Bipolarzellen weiter bulbuswarts. Die Bipolarzellen bilden mit den Horizontal- und
Amakrinzellen die retinalen Interneurone, deren Zellkérper innerhalb der inneren
Kdrnerschicht (Inner Nuclear Layer, INL) lokalisiert sind. In der inneren plexiformen Schicht
(Inner Plexiforme Layer, IPL) finden sich hauptsachlich interneuronale Axone (Hejtmancik &
Nickerson, 2015). Die Horizontalzellen ermdglichen durch laterale Verschaltung der
Fotorezeptoren und Bipolarzellen eine Anpassung der Empfindlichkeit der Sinneszellen gegen
Licht (Bear et al., 2018). Die Amakrinzellen vermitteln ebenfalls synaptischen
Informationsaustausch und modulieren Farbkontrast- und Helligkeitsinformation (Kellner et al.,
2020). Aber auch Mirkoglia sind in den plexiformen Schichten angesiedelt, denen eine
besondere Rolle in der Uberwachung der Umgebung und der Regulierung der
immunologischen Antwort zukommt (Silverman & Wong, 2018). In der sich anschlieRenden
Ganglienzellschicht (Ganglion Cell Layer, GCL) befinden sich die Zellkerne der multipolaren
Ganglienzellen, deren Axone in der Nervenzellschicht (Nerve Fiber Layer, NFL) weiterziehen
und sich zum Nervus opticus bundeln. Die innere Grenzschicht (nicht abgebildet) wird
mafgeblich durch die Basalmembran der Miller-Zellen gebildet, die sich von der inneren
Grenzschicht bis zu den Sinneszellen pyramidenférmig erstrecken kénnen (Junqueira &
Carneiro, 2013). Mit dieser Morphologie bilden sie die Statik der Retina. Aber auch das
extrazellulare lonen- und pH-Gleichgewicht, die Versorgung und der Schutz von
Fotorezeptoren gehdren zu ihren Aufgaben. Dabei helfen auch Astrozyten, die unter anderem
fur die Aufrechterhaltung der Blut-Retina-Schranke verantwortlich sind (Bringmann &
Reichenbach, 2001).
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Abb. 1: A Schematische Darstellung der Anatomie des Auges (https://www.sehen.de/sehen/rund-ums-
auge/das-auge-aufbau-und-funktion). B histologischer Schnitt der Netzhaut (Retina; NFL: Nerve Fiber
Layer, Nervenzellschicht; GCL: Ganglion Cell Layer, Ganglienzellschicht; IPL: Inner Plexiforme Layer,
Innere Plexiforme Schicht; INL: Inner Nuclear Layer, Innere Kérnerschicht; OPL: Outer Plexiforme Layer,

AuRere Plexiforme Schicht; ONL: Outer Nuclear Layer, AuBere Kérnerschicht; PL: Photoreceptor Layer,
Fotorezeptorschicht; RPE: Retinal Pigment Epithelium, Retinales Pigmentepithel; BM: Bruchs
Membrane, Bruch-Membran; C: Choroid, Choroidea; Originalquellen: A: (Grehn, 2019), und B: (Trivifio
et al., 2012), alle modifiziert von Leo Bahlmann).

2.3. Sehen

Hat das Licht das anteriore Segment des Auges und den Glaskérper passiert, trifft es auf die
sensorische Retina und auf das RPE, was auch als non-neurale Komponente der Retina
bezeichnet wird. Ein Teil der Lichtwellen wird von dem RPE absorbiert und die Warme wird
uber die Choriocapillaris abtransportiert (Strauf3, 2009). Fur das Sehen ist der sensorische Teil
der Retina wichtig, dessen Fotorezeptoren — die Stabchen und Zapfen - durch Lichtwellen
hyperpolarisiert werden und eine Umwandlung von Licht in elektrische Reize ermdglichen. Zu
diesem Zweck enthalten die Sehzellen, sowie auch die nachgeschalteten Ganglienzellen,
rezeptorspezifische Sehpigmente, sogenannte Opsine, die Uber eine Signalkaskade einen
loneneinstrom und die damit verbundene Hyperpolarisation induzieren (Mannu, 2014). Diese
Pigmente sind membranstandig und haben unterschiedliche Absorptionsbereiche. So sind
Zapfen-Opsine (Photopsine) beispielsweise im Wellenlangenbereich von Rot (563 nm), Griin
(543 nm) und Blau (420 nm) aktiv und damit fur das Farbsehen zustandig (Bowmaker &
Dartnall, 1980; Breiner, 2019). Die anzahlmaRig deutlich starker vertretenen Stéabchen und ihre
Pigmente (Skotopsine) werden aktiviert bei Dammerlicht und absorbieren nahezu nur blaue
Wellenlangen (Willoughby et al., 2010). Dieses Stabchen-Opsin (auch Rhodopsin) ist ein G-
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Protein gekoppelter Rezeptor und beinhaltet die bereits erwahnte lichtaktive Komponente
Retinal, welches nach Anregung durch ein Photon seine Konfiguration verandert
(Photoisomerisation) und verschiedene Intermediate und G-Proteine aktiviert, was Uber
sekundare Botenstoffe ein SchlieRen von zahlreichen Kationen-Kanalen bewirkt (Takeuchi et
al., 2008). Das fihrt zu einem geringeren Membranpotenzial, das sich Uber das Axon zur
Synapse ausbreitet. Dort schlieBen spannungsabhangige Kalziumkanale und weniger
Glutamat wird sezerniert, was die postsynaptische Bipolarzelle oder Horizontalzelle reizt
(Nakatani et al., 2002) (Slaughter & Awatramani, 2002). Die Horizontalzelle sorgt fir ein
laterales Feedback und hilft dem Auge damit, sich wechselnden Lichtverhaltnissen
anzupassen und Kontraste zu verbessern (Chapot et al., 2017). Bei der Bipolarzelle
unterscheidet man zwischen der ON- und OFF-Zelle, die entweder Uber metabotrope
Rezeptoren das Signal weiterleitet oder aber in dem Fall der OFF-Zelle eine Weiterleitung tber
ionotrope Rezeptoren blockiert (Slaughter & Awatramani, 2002). Die Signaltransduktion auf
Ganglienzellen ist ebenfalls chemisch Uber Glutamat vermittelt (Hoon et al., 2014), deren
Intensitat durch Amakrinzellen moduliert wird. Dabei sind Ganglienzellen nicht mit nur einer
Bipolarzelle verknupft, vielmehr ist es so, dass eine Ganglienzelle, die durchaus
schichtenubergreifend lokalisiert sein kann, unterschiedliche Informationen von verschiedenen
Typen von Bipolarzellen aufzunehmen in der Lage ist (Masland, 2012). Auch bei den
Ganglienzellen unterscheidet man zwischen stimulierenden und hemmenden Zelltypen (On
und Off). Die Aktionspotenziale wandern entlang der Axone der Ganglienzelle zum hinteren
Augenpol (auch blinder Fleck oder Papilla nervi optici) und bilden hier den zweiten Hirnnerv —

Nervus opticus (Purves, 2004).

Diese komplexe biologische Architektur ist sehr empfindlich, eine Schadigung, zum Beispiel
Aufgrund von Durchblutungsstérungen oder entzindlicher Prozesse, kann folglich zu einer
Einschrankung des Sehvermdgens fuhren. Fur die Gesunderhaltung des Nervensystems und
damit auch der sensorischen Zellen der Retina sowie fur die Reaktion auf Infektionen und
Verletzungen sind unter anderem die bereits oben genannten Mikroglia verantwortlich
(Bachiller et al., 2018).

2.4. Mikroglia

Mikroglia sind vielseitige Immunzellen des zentralen Nervensystems (L. Zhang et al., 2022).
Als einzige residente Immunzellen des ZNS sind sie im adulten Gehirn fir die stetige
Uberwachung ihrer Umgebung, die Entfernung von Zelldebris, Viren, Bakterien und anderen

Fremdkoérpern, sowie die Férderung der Neurogenese nach Verletzung des ZNS und den
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Schutz des Nervengewebes wichtig. Dadurch sind sie essentiell fur die Aufrechterhaltung der
Homoosthase des ZNS (Dermitzakis et al., 2023).

In den vergangenen Jahrzehnten konnte ein betrachtlicher Fortschritt im Bereich der
Mikrogliaforschung beobachtet werden (Paolicelli et al., 2022). So konnte z.B. der Einfluss der
Mikroglia auf die Entwicklung und die Homdosthase des ZNS, die Entwicklung der Mikroglia
im Alterungsprozess und die Immunantwort durch Mikroglia auf unterschiedliche Krankheiten
wie z.B. Alzheimer und Multiple Sklerose untersucht werden (Bohlen et al., 2019; Harry, 2013).
Neben der Erforschung der Funktionen der Mikroglia bei Entwicklung, Plastizitat, Alterung und
Krankheiten wurden weitergehend groRRe Fortschritte in der Beschreibung unterschiedlicher
Mikroglia-Zustande gemacht und Abstand von einer dualistischen Klassifizierung genommen
(Paolicelli et al., 2022).

Durch die Entwicklung spezifischer Silberfarbetechniken erfolgte die erste Beschreibung der
Mikroglia als klar bestimmter glialer Zelltyp im Jahr 1919 durch Pio del Rio Hortega (Pérez-
Cerda et al., 2015). In den folgenden Jahren und Jahrzehnten konnten, vor allem durch
Fortschritte in der Einfarbung und Bildgebung, Genetik und durch den Einzug von
Einzelzelltechnologie neue Einblicke in die komplexe Biologie der Mikroglia realisiert werden
(Prinz etal., 2019). Der Ursprung der Mikroglia war lange Zeit ungeklart, bis eine Arbeitsgruppe
(Ginhoux et al., 2010) durch Abstammungsanalysen in in-vivo-Studien zeigen konnten, dass
Mikroglia in der frihen embryonalen Entwicklung entstehen und sich von primitiven
Makrophagen im Dottersack ableiten. Die Entwicklung der Mikroglia 1&sst sich in vier Stadien
unterteilen: Dottersack, frihe Mikroglia, Pra-Mikroglia und erwachsene Mikroglia. Im Laufe der
embryonalen Entwicklung wandern die Mikroglia in das ZNS ein und werden durch die

Formung der Blut-Hirn-Schranke von den peripheren Zellen isoliert (L. Zhang et al., 2022).

Frih in der Entwicklung sind die Mikroglia fir das Zellwachstum und das Uberleben
verantwortlich. Spater, nachdem sich die Blut-Hirn-Schranke bildet, sind sie fir den Zellzyklus,
die Zelldifferenzierung, die Neurogenese, die Synapsenstutzung und die Regulation des

Neuronennetzes sowie flir die Immuniberwachung verantwortlich (L. Zhang et al., 2022).

Wahrend die Mikrogliaforschung sich in den vergangenen Jahrzehnten stets weiterentwickelt
hat, hat sich eine dichotome Einteilung der Mikroglia etabliert. Diese Einteilung in ,gute oder
schlechte” Mikroglia, ,M1 oder M2° ,ruhende oder aktivierte” Mikroglia hat die Forschung in
diesem Bereich in den vergangenen Jahren dominiert, wird der Vielfalt an unterschiedlichen
Mikroglia-Status und -Funktionen jedoch nicht gerecht (Paolicelli et al., 2022). Auf dieser
Grundlage wurde die dichotome Sichtweise zuletzt in Frage gestellt und eine Betrachtung nach

Status als anzustrebend erklart (Devanney et al., 2020).
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Basierend auf dieser Entwicklung werden in Anlehnung an die Ubersichtsarbeit von Paolicelli
et al. (2022) Mikroglia in der vorliegenden Arbeit in multidimensionalen Status betrachtet,

welche abhangig vom Kontext und der lokalen Umgebung definiert werden.

So, wie das Gehirn und das Rickenmark, gehéren auch die Retina und der Nervus opticus
zum ZNS. Wahrend der frihen Entwicklung migrieren Mikroglia in die Retina, wo sie sich zu

einem stark verzweigten Phanotyp entwickeln (Guo et al., 2022).

Retinale Mikroglia tberwachen stetig Anderungen in ihrer Umgebung und stellen durch
Kommunikation mit anderen retinalen Zellen ein funktionelles Gleichgewicht sicher (Fan et al.,
2022). Sie reagieren dabei u.a. auf spezifische pathogenassoziierte molekulare Muster
(PAMPs) wie z.B. Lipopolysaccharid (LPS) und endogene Stimuli, die als "damage associated
molecular patterns" (schadensassoziierte molekulare Muster, DAMPs) bezeichnet werden
(Kigerl et al., 2014). Mikroglia exprimieren unter anderem eine Vielzahl an Immunrezeptoren
und Rezeptoren flr Neurotransmitter - darunter auch Glutamatrezeptoren (Colonna &
Butovsky, 2017; Murugan et al., 2013). Kommt es zu homdostatischen Anderungen in der
Umgebung der retinalen Mikroglia, werden diese reaktiviert (Guo et al., 2022). Diese
Reaktivierung wird mit einer erhdéhten Ausschittung von Zytokinen, Chemokinen und
Wachstumsfaktoren in Verbindung gebracht (Guo et al., 2022). Eine weitere Reaktion auf
Anderungen der Umgebung ist eine Anpassung des Phanotyps hin zu einer améboiden Form

(Abb. 2), welche schnell zu geschadigtem Gewebe migrieren kann (Fan et al., 2022).

Die Funktion von Mikroglia in der Netzhaut wurde mit einer Reihe von Augenkrankheiten in
Verbindung gebracht, darunter Retinitis pigmentosa, diabetische Retinopathie und
altersbedingte Makuladegeneration (AMD). Ursachlich fur die Entstehung dieser
Erkrankungen ist eine anhaltende und UberschieRende Reaktion der Mikroglia im Sinne einer
chronischen Entziindung (Hu et al., 2022; Karlstetter et al., 2015; Makabe et al., 2020).

Mit dem zunehmenden fachlbergreifenden Forschungsinteresse an Mikroglia hat sich auch
ein vermehrtes Interesse an der Entwicklung Mikroglia-basierter Therapien gezeigt. Neben
verschiedenen neurologischen Erkrankungen wie z.B. Alzheimer und Parkinson (Z. Wang &
Weaver, 2022; Y. Zhang et al., 2018) stellt sich die Mikroglia-basierte Therapie auch zur
Behandlung retinaler Erkrankungen wie diabetischer Retinopathie, Retinitis oder der AMD als
vielversprechend dar (S. K. Wang & Cepko, 2022).

Die Potenziale der Mikroglia-basierten Therapie umfassen dabei die immunmodulatorischen
Fahigkeiten der Mikroglia, die Regulierung von Phagozytose, welche mit fortschreitendem
Alter abnimmt, und die Freisetzung neuroprotektiver Faktoren (Guo et al., 2022). So kénnten

Mikroglia dabei helfen, entziindliche Prozesse in der Retina zu kontrollieren, schadliche
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Ablagerungen zu entfernen und den Schutz und die Regeneration von Netzhautzellen zu

fordern.

Neben den weitreichenden Potenzialen zeigen sich jedoch auch Herausforderungen bei der
Entwicklung Mikroglia-basierter Therapien. So setzt die Entwicklung Mikroglia-basierter
Therapien aufgrund der starken Heterogenitat der Mikroglia ein tiefgehendes Verstandnis der
verschiedenen Status der Mikroglia voraus. Weitergehend sollte auch der Einfluss von
Faktoren wie Alter und Geschlecht auf die Funktion der Mikroglia weiter untersucht werden,

um die Effektivitat und die Sicherheit solcher Therapien zu sichern (Ngwa et al., 2021).

Wahrend die Bulk-Sequenzierung von Mikroglia den Grundstein fur die Einordnung ihrer
Kerneigenschaften legte, wurde durch den gemittelten Uberblick die Heterogenitat der
Mikroglia lange Ubersehen (Dumas et al., 2021). Fortschritte auf dem Gebiet der
Einzelzellanalyse haben in den letzten Jahren die notwendige Untersuchungsprazision zur
Erweiterung des untersuchten Spektrums der Mikrogliaaktivitdt und zur Uberwindung der
bisher verwendeten Schemata und des unzureichenden M1/M2-Paradigmas zur Aufdeckung
der kontextabhangigen Heterogenitat der Mikroglia ermdglicht (Dumas et al., 2021; Masuda et
al., 2020). So erlaubt die RNA-Sequenzierung von Einzelzellen im Vergleich zur Gen-
Expressions-Analyse von Zellpopulationen die Darstellung von Subpopulationen mit distinkten

molekularen und funktionellen Charakteristiken (Pettas et al., 2022).

Abseits der Analyse durch Genexpression bildet das Feld der bildgebenden Verfahren eine
weitere Moglichkeit der Untersuchung von Mikroglia. Zusatzlich zu den distinkten molekularen
und funktionellen Charakteristiken der Mikroglia lassen sich auf diesem Weg auch eine
Vielzahl unterschiedlicher und kontextabhangiger Phanotypen darstellen. Ausgehend von den
durch Pio del Rio Hortega genutzten Silberfarbetechniken wurden die bildgebenden Verfahren
in den folgenden Jahren und Jahrzehnten stetig weiterentwickelt, wodurch eine genauere und
differenziertere Beschreibung der Mikroglia ermdglicht wurde. Zu den derzeit genutzten
bildgebenden Verfahren zahlen in-vitro-Verfahren durch Immunohistochemie und die
Immunfluoreszenz (Gonzalez Ibanez et al.,, 2019; Munoz-Castro et al., 2022) sowie
mikroskopische Verfahren (Banati et al., 2004; Sagar et al., 2020). In-vivo-Bildgebung durch
z.B. Magnetresonanztomographie oder Positronen-Emissions-Tomographie gibt es dartber
hinaus (Beaino et al., 2021; Garcia-Hernandez et al., 2022), wird aber selten angewandt. Vor
allem die mikroskopischen Verfahren in der Zellkultur erlauben eine Beobachtung von
Mikroglia in Echtzeit und damit die Untersuchung ihrer Morphologie und Dynamik sowie die
Wechselwirkungen mit anderen Zelltypen. Diese Einblicke erlauben eine genauere
Auseinandersetzung mit der Reaktion der Mikroglia auf Anderungen in der Homdosthase. Eine
der Erkrankungen, bei der die UberschieBende Reaktivierung der Mikroglia zur

Krankheitsentwicklung beitragt, ist die altersbedingte Makuladegeneration (AMD).
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Abb. 2: A Schematische Darstellung einer Mikrogliazelle, links in Homdostase und rechts in
reaktiviertem Zustand (Quelle: https://www.biolegend.com/ja-jp/microglia). B Mikrofotografien einer
verzweigten (links) und einer amoboiden BV-2-Mikrogliazelle (rechts); hier wurde das Zytoskelett mit

dem roten Fluoreszenz-Konjugat Phalloidin-TRITC gefarbt; Maflstab: 5 um (von Leo Bahimann).

2.5. Altersbedingte Makuladegeneration

Die altersbedingte Makuladegeneration (AMD) ist eine haufige und schwere Augenerkrankung,
die vorrangig altere Erwachsene betrifft. Sie ist die Hauptursache fir den Verlust des
Sehvermogens bei Menschen Uber 50 Jahren in den Industrielandern (Harvey, 2003; Jager,
2008). AMD ist gekennzeichnet durch die Degeneration der zentralen Stelle des
Netzhautgewebes. Diese Degeneration kann zu einem Verlust des scharfen, zentralen Sehens
fuhren, das fur Tatigkeiten wie Lesen, Autofahren und das Erkennen von Gesichtern
erforderlich ist (Jager, 2008).

Die AMD wird in zwei Haupttypen unterteilt: trockene (atrophe) und feuchte (exsudative) AMD.
Die trockene AMD ist die haufigste Form. Sie ist gekennzeichnet durch die Ansammlung von
Drusen, kleinen Ablagerungen von Abfallstoffen unter der Netzhaut, und die Degeneration des
retinalen Pigmentepithels (RPE). Diesen Vorgang bezeichnet man auch als geographische
Atrophie und ist eine Folge der frihen AMD. Die feuchte AMD ist mit ca. 10-15% der Falle
weniger haufig, zeigt jedoch schwerere Verlaufe und ist fur mehr als 80 % der Falle von
schwerem Sehverlust oder Erblindung im Zusammenhang mit AMD verantwortlich (Jager,
2008). Sie ist gekennzeichnet durch das Wachstum abnormaler BlutgefalRe (Choroidale
Neovaskularisationen) aus der Aderhaut, einer Schicht von BlutgefalRen unter der Netzhaut.
Aus diesen Blutgefallen kdnnen Flissigkeit und Blut austreten, was zu Narbenbildung und
Sehkraftverlust fuhrt (Jager, 2008) (Abb. 3).
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Die genaue Ursache der AMD ist noch nicht vollstandig geklart, es wird jedoch angenommen,
dass sie mit einer Kombination aus genetischen und umweltbedingten Faktoren
zusammenhangt. Zu den Risikofaktoren fir AMD gehdren einerseits nicht-modifizierbare
Risikofaktoren wie Alter, wobei klinisch auffallige AMD typischerweise ab einem Alter von 55
Jahren auftritt, genetische und umweltbedingte Faktoren (Fleckenstein et al., 2021).
Modifizierbare Risiken sind Rauchen und Alkohol aber auch ungesunde Lebensmittel, denn
einige Studien deuten darauf hin, dass eine schlechte Erndhrung und Bewegungsmangel

Risikofaktoren fiir die AMD sein kdnnen (Armstrong & Mousavi, 2015).

Mit der Entstehung und dem Fortschreiten der AMD wurden auch inflammatorische Prozesse
in Verbindung gebracht. Mehrere Studien haben gezeigt, dass Menschen, die an AMD erkrankt
sind, sowohl im Blut als auch in der Netzhaut hohere Werte von Entzindungsmarkern wie IL-
6 aufweisen als Menschen, die nicht an dieser Krankheit leiden und dass die
Wahrscheinlichkeit, an AMD zu erkranken, bei Personen mit hoheren Werten der
Entzindungsmarker erhéht ist (Emina Colak et al., 2012; Stanton & Wright, 2014). Dies deutet
darauf hin, dass die gezielte Bekampfung von Entziindungen ein potenzieller Therapieansatz
fur AMD sein kénnte (Tan et al., 2020).

[Friihe AMD | | Geogr. Atrophie | [ Chor. Neov. |

Abb. 3: A Schematische Ubersicht des Auges (links) und schematische Darstellung der Prozesse in der
erkrankten im Vergleich zur gesunden Retina (rechts; GC: Ganglienzelle, MG: Mikrogliazelle, BPC:
Bipolarzelle, HC: Horizontalzelle, PR: Fotorezeptor, RPE: Retinales Pigmentepithel, BM: Bruch-
Membran, CV: Choroidale Blutgefale, DR: Drusen, MP: Makrophagen, NV: Neovaskularisationen;
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Quelle: https://www.childrenshospital.org/research/labs/smith-lab-research/age-related-macular-degen
eration, modifiziert von Leo Bahlmann). B Visusverlust der friihen, intermediaren und spaten AMD im

Vergleich zum Gesunden (Quelle: https://www.pro-retina.de/simulation/makuladegeneration).

2.6. Dimethylfumarat

Die gezielte Bekampfung von Entziindungen durch Einflussnahme auf das Immunsystem ist
auch in der Therapie multipler Sklerose (MS) ein wichtiger Ansatzpunkt. Ein gangiges
Medikament zur Behandlung von MS und auch der Schuppenflechte (Psoriasis) ist
Dimethylfumarat (DMF) (Rosito et al., 2020a). DMF und der dazugehdérige dynamische
Metabolit Monomethylfumarat (MMF) sind Verbindungen, welche durch eine Herabregulierung
von Immunreaktionen eine therapeutische Wirkung bei pathologischen Zustdnden haben
(Hosseini et al., 2019). DMF wird in einem alkalischen Milieu im Dinndarm durch Esterasen
zu MMF hydrolysiert (Litjens et al., 2004) und komplett absorbiert, bevor es ins Blut Ubergeht.
Dort kann MMF mit Immunzellen wie B- und T-Lymphozyten und anderen mononukledren
Zellen interagieren. Das meiste der Substanz wird im Citratzyklus zu Wasser und Kohlendioxid
metabolisiert und spater abgeatmet (Moharregh-Khiabani et al., 2009). Urspriinglich wurde
angenommen, dass DMF als reines Prodrug von MMF fungiert, welches die Blut-Hirn-
Schranke passieren kann (Mills et al., 2018), bis nachfolgende Studien ergaben, dass beide
Substanzen durchaus eigene pharmakologische Eigenschaften haben. In-vivo ist jedoch kein
DMF im Plasma nachweisbar, obwohl nicht alles zu MMF hydrolysiert wird. Dies kann daran
liegen, dass DMF nach Absorption die Blutzellen penetriert und dort eine kovalente Bindung
mit Glutathion eingeht (GS-DMS). MMF bildet diese Verbindung auch, allerdings in einem
deutlich geringeren Ausmaf} (GS-MMS). Diese Addukte werden schneller metabolisiert und
weil DMF allein nicht fur die pharmakologischen Wirkungen verantwortlich sein kann, muss

man alle DMF-abstammenden Verbindungen als ursachlich ansehen (Bruck et al., 2018).

Die genauen Wirkungswege von DMF als Immunmodulator sind bisher jedoch noch nicht
vollstandig geklart, wohingegen die positiven Effekte auf das Immunsystem tiefgehend
erforscht sind (Hosseini et al., 2019). Frihere Studien haben gezeigt, dass DMF auch die
Mikroglia-bezogene Immunantwort im ZNS moduliert und dadurch Entziindungen und

Schaden am Gehirngewebe verhindert (Rosito et al., 2020a).

Wie schon zuvor angedeutet ist die Wirkungsweise von DMF unvollstandig geklart, aber
definitiv multifaktoriell. Ein Ziel der Therapie mit DMF ist die Aktivierung des Nuclear-factor-
erythroid-derived-2-related factor 2 (NRF2)-Signalweg, der unter anderem die Immunantwort

moduliert und oxidativen Stress abbauen kann (Saha et al., 2020). DMF modifiziert den
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Cysteinrest des Kelch-like ECH-associated protein 1 (KEAP1), wodurch dieses seine
Verbindung zu NRF2 [8st, das nun folglich in den Zellkern einwandern kann und dort die
Genexpression moduliert (Tang et al., 2019). Das betrifft vor allem die Transkription von anti-
oxidativen Genen wie Ham-Oxygenase-1 (HMOX1) oder NAD(P)H-Dehydrogenase (NQO1),
was wiederum zu gesteigertem intrazellularem Glutathion-Level (GSH) fuhrt und die Zelle
resistenter gegen oxidativen Stress macht. Dartber hinaus induziert DMF eine gesteigerte
Expression der Glutathion-Reduktase und férdert damit den Recycling-Prozess von oxidiertem
Glutathion, was ebenfalls das GSH-Level erh6ht (Hoffmann et al., 2017).

Einen weiteren therapeutischen Ansatzpunkt stellt der Nuclear factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B cells (NF-kB)-Signalweg dar, der bei Entziindung die Immunantwort
auf Transkriptionsebene reguliert. NF-kB ist ein Molekll, das verschiedene funktionelle
Untereinheiten, meist aber das Heterodimer p50/p65, besitzt. Bei Aktivierung spaltet sich der
Inhibitor IkB vom Rest des Molekuls durch Phosphorylierung ab, was eine Translokation von
den NF-kB-Untereinheiten in den Nukleus zur Folge hat (Saha et al., 2020). In-vitro Studien
haben gezeigt, dass MMF agonistisch an den HCAR2-Rezeptor bindet und dadurch diesen
Signalweg und nachfolgende proinflammatorische Zytokinexpression hemmt. Dabei handelt
es sich um einen G-Protein gekoppelten Membranrezeptor, dessen Expression in aktivierten
Immunzellen erhoht ist (Rosito et al., 2020a). NF-kB-induzierte Zytokine kdnnen in Chemokine,
Interferone, Interleukine (IL), Koloniestimulierende Faktoren, Tumornekrosefaktoren (TNF)
und Wachstumsfaktoren unterteilt werden (Loppnow, 2001). Studien ergaben, dass die
Genexpressionslevel von IL-18, IL-6 und TNFa (Rosito et al., 2020a) sowie iNOS (induzierbare
NO-Synthase) (Pagani et al., 2020) und CCL2 (CC-Chemokin-Ligand-2) (Kastrati et al., 2016)
unter DMF-Verabreichung erniedrigt waren. Auch andere Entzindungsmediatoren wie
Prostaglandine werden von DMF inhibiert (Diskin et al., 2021). Gleichzeitig konnte man eine
gesteigerte Expression von anti-inflammatorischen Zytokinen ARG1 (Arginase-1), CD163
(Cluster of Differentiation 163), FIZZ (Found in inflammatory zone) und YM1 (Chitinase-like
protein 3, CHIL3) messen (Pagani et al., 2020).

Des Weiteren modifiziert DMF ein wichtiges Enzym flr die Energiegewinnung von aktivierten
Immunzellen, die Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH). Dabei wird der
Cysteinrest des Molekils um eine Succinyl-Gruppe erganzt. Das Enzym wird dadurch
irreversibel inaktiviert und die aerobe Glykolyse, die in stimulierten Immunzellen und
Krebszellen (Warburg-Effekt) erhoht ist, reduziert (Kornberg et al., 2018). Ein anderer Teil des
DMF wird im Citratzyklus verstoffwechselt und es konnte gezeigt werden, dass nach DMF-
Gabe einige Zwischenprodukte des Citratzyklus vermehrt vorkommen. Das sind vor allem
Succinat-, Fumarat- und Malatverbindungen, die Uber die Aconitase1 Gene steuern, die

wichtig fur die Eisenhomoostase sind (Rosito et al., 2020a). Succinat selber gilt als anti-
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inflammatorisches Protein (Gafson et al., 2019). So hat man herausgefunden, dass eine
erhdhte Succinat-Aggregation die Expression von IFN-y und TNF-a in CD4+ und CD8+ T-
Zellen unterdriickt (Gudgeon et al., 2022). Andere Autoren beschreiben eine direktere Wirkung
von MMF auf T-Zellen durch eine gesteigerte Expression von IL4 und IL5 und damit eine
Verschiebung zu einem anti-inflammatorischem Mikroglia- Phanotyp (Moharregh-Khiabani et
al., 2009).

Der Einsatz von DMF wirkte sich auch positiv auf andere Mikroglia-Eigenschaften wie

Phagozytose, Migration und Morphologie aus (Pagani et al., 2020).

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass DMF mdglicherweise Apoptose reduzieren kénnte
und somit - wie weitere in-vitro Modelle bereits zeigten - dass DMF neuroprotektiv wirksam ist
(Lee et al., 2021a). Damit erdffnen sich Therapieoptionen flir Krankheiten, denen eine
Neurodegeneration zugrunde liegt, wie Parkinson, Alzheimer oder auch retinale Erkrankungen,
wie zum Beispiel die AMD (Manai et al., 2022).

2.7. Zielsetzung der Arbeit

Ziel der vorliegenden Forschungsarbeit ist es, die modulierenden Effekte von DMF auf BV-2-
Mikrogliazellen in-vitro einschlieBlich ihrer funktionellen und dynamischen Eigenschaften zu
untersuchen. Dabei soll die Hypothese, dass eine DMF-Behandlung eine positive Wirkung auf

reaktivierte BV-2-Mikrogliazellen und indirekt auch auf 661W-Fotorezeptorzellen hat.

3. Material und Methoden

3.1. Material

3.1.1 BV-2-Mikrogliazellen

BV-2 Zellen sind eine durch Infektion primarer Mikrogliazellkulturen mit einem v-raf/v-myc-
Onkogen-tragenden Retrovirus (J2) generierte immortalisierte murine Zelllinie (Blasi et al.,
1990), welche sich in der Untersuchung von Mikroglia als geeigneter Ersatz fiir primare
Mikrogliazellkulturen erwiesen hat (Henn et al., 2009). Die Zellen wurde in einem Medium mit
RPMI 1640, 5 % FCS, 1 % Penicillin/Streptomycin, 1 % L-Glutamin und 50 uM B-
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Mercaptoethanol im Inkubator bei 37°C und 5 % CO kultiviert und bei 70-80 % Konfluenz
durch Abschaben gesplittet (Verhaltnis 1:3).

3.1.2 661W Fotorezeptorzellen

661W Zellen sind murine Fotorezeptorzellen, die durch Expression des SV40-T-Antigens
immortalisiert wurden (al-Ubaidi et al., 1992). Die in der Versuchsreihe genutzten 661W Zellen
wurden in einem DMEM High Glucose Medium mit 10 % hitzeaktiviertem FCS und 1 %
Penicillin/Streptomycin kultiviert. Zur Dissoziation der Zellen wurde eine Trypsinlésung (0,05 %)

genutzt.

3.1.3 Chemikalien

Tabelle 1: Genutzte Chemikalien, Losungen und Reagenzien mit Verwendung und Hersteller

Chemikalie Verwendung Hersteller, Katalognr.

Dimethyl Sulfoxide (DMSO) L&sungsmittel SERVA Electrophoresis
GmbH, #20385.01

Dimethylfumarat (DMF) Zellstimulation Sigma Cat #242926-25G

Dulbecco's Phosphat Waschen, Verschiedenes Gibco; 14190-094
buffered Saline (DPBS)

ELISA-Antikérper ELISA R&D Systems

Ethanol 70 % RNA-Isolation Eigene Herstellung
Ethanol 96-100 % Verschiedenes PanReac #603-002-00-5
Fetales Kalberserum Zellkulturmedien Gibco Cat #10270-106
(FCS/FBS)

Fluoromount G mit DAPI / Farbung Thermo Fischer Cat #CO-
Mounting Medium 4959-52
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L-Glutamin (200 mM)

LPS from E. coli 0001:B4

Mikropartikel aus Polystyren
2um

NED-L6sung

Normal Donkey Serum

Penicillin-Streptomycin

Phallodin-TRITC

RNase AWAY®

Roti Histofix 4 %

RPMI 1640

Streptavidin-HRP-Solution

Triton X-100

Trypsin/EDTA

B-Mercaptoethanol

Zellkulturmedium

Zellstimulation

Phagozytose-Assay

NO-Messung

ELISA

Antibiotischer Zusatz fur
Zellkulturmedien

Konjugat aus Phalloidin und
dem fluoreszierenden
Farbstoff TRITC, Aktin-
Farbung

L6sung, um RNAse-
Kontaminationen zu
beseitigen

Fixierung von Zellen

BV-2-Zellmedium

ELISA

Farbung

BV-2-Zell-Ernte

Antioxidans / Radikalfanger

Gibco, #25030081

InvivoGen

Sigma-Aldrich Cat
#BCCF9987

Promega Cat #G295A

Gibco, #14190

Sigma Aldrich Cat #P1951

Life Technologies GmbH

Carl Roth GmbH & Co.KG,
Cat.# P087.4

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Cat.# P087.4

R&D Systems Cat #DY998

Sigma-Aldrich, #T8787

Sigma-Aldrich, #T3924

Sigma-Aldrich Cat #M-7154
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3.1.4 Antikorper

Tabelle 2: Genutzte Antikorper

Antikorper

Verwendung

Hersteller, Katalognr.

Alexa Fluor 488 (Goat, Anti-
mouse)

Mouse CCL2/JE/MCP-1
DuoSet ELISA

Mouse IL-6 DuoSet ELISA

Mouse TNF-alpha DuoSet

ELISA

NFkB P65 (F-6) (Mouse)

Sekundarer Antikorper
(Goat, Anti-mouse)
konjugiert mit dem
fluoreszierenden Farbstoff
Alexa Fluor 488, Farbung
(hier: p65)

ELISA - Zytokinmessung

ELISA - Zytokinmessung

ELISA - Zytokinmessung

Monoklonaler Maus-
Antikorper, Bindung an P65-
F

Thermo Fischer Cat
#A11001

R&D Systems Cat #DY479-
05

R&D Systems Cat #DY406-
05

R&D Systems Cat #DY410-
05

Santa Cruz Biotechnologies
Cat #sc-8008

3.1.5 Kitsysteme

Tabelle 3: Genutzte Kitsysteme mit Verwendung und Hersteller

Kit

Verwendung

Hersteller

Caspase-Glo® 3/7 Assay

CellTiter 96® AQueous Non-

Radioactive Cell
Proliferation Assay (MTS)

Griess Reagent System

Caspase 3/7-Messung

Zellviabilitatsmessung

NO-Messung
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Mouse IL-6 DuoSet ELISA

NucleoSpin® RNA isolation
kit

RevertAid RT Kit

Takyon™ No Rox Probe 2x
MasterMix Blue dTTP

Takyon™ No Rox SYBR®
2x MasterMix dTTP

ELISA

RNA-Isolation

cDNA-Synthese

Polymerase-Kettenreaktion

Polymerase-Kettenreaktion

RD, #DY406

Macherey-Nagel, #740955

ThermoFisher Scientific,
#K1691

Eurogentec, #UF-NPMT-
B0710

Eurogentec, #UF-NSMT-
B0710

3.1.6 Medien

Tabelle 4: Genutzte Zellkulturmedien mit Rezept und Hersteller

Medium

Rezept/Verwendung

Hersteller

Dulbecco's Modified
Eagle Medium — High
Glucose (DMEM-HG)

Einfriermedium

Roswell Park Memorial
Institute (RPMI) 1640
medium

DMEM High Glucose +
10 % FCS +1 %
Penicillin/Streptomycin

60 % des
Kulturmediums + 30 %
FCS + 10 % DMSO

Sigma-Aldrich, #D6429

eigene Herstellung

RPMI 1640 + 5 % FCS + Gibco, #21875034

1%
Penicillin/Streptomycin +
1 % L-Glutamin + 50 uM
B-mercaptoethanol /
Zellkulturmedium (BV-2)
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3.1.7 Oligonukleotide / Primer

Tabelle 5: Genutzte qRT-PCR Primer — pro-inflammatorische Gene

Amplikon Primer Sequenz (5°- 3’)

ATPase F ggcacaatgcaggaaagg
ATPase R tcagcaggcacatagatagcc
Ccl2 F catccacgtgttggctca

Ccl2 R gatcatcttgctggtgaatgagt
II-1b F agttgacggaccccaaaag
II-1b R agctggatgctctcatcagg

II-6 F gctaccaaactggatataatcagga
II-6 R ccaggtagctatggtactccagaa
iINOS F ctttgccacggacgagac

iINOS R tcattgtactctgagggctga
Tnfa F ctgtagcccacgtcgtage

Tnfa R ttgagatccatgccgttg

Tspo F actgtattcagccatggggta
Tspo R accatagcgtcctctgtgaaa
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Tabelle 6: Genutzte qRT-PCR Primer — anti-inflammatorische Gene inkl. Sonden

Amplikon Primer Sequenz (5°- 3’) Sonde
ATPase F ggcacaatgcaggaaagg 77
ATPase R tcagcaggcacatagatagcc 77
ARG1 F gaatctgcatgggcaacc 2
ARG1 R gaatcctggtacatctgggaac 2
CAT1 F ccttcaagttggttaatgcaga 34
CAT1 R caagtttttgatgccctggt 34
HMOX1 F agggtcaggtgtccagagaa 9
HMOX1 R cttccagggcecgtgtagata 9
NQO1 F agcgttcggtattacgatcc 50
NQO1 R agtacaatcagggctcttctcg 50
NRF2 F catgatggacttggagttgc 3
NRF2 R cctccaaaggatgtcaatcaa 3
SOD2 F tgctctaatcaggacccattg 3
SOD2 R gtagtaagcgtgctcccacac 3
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3.1.8 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 7: Genutzte Verbrauchsmaterialien mit Verwendung und Hersteller

Artikel

Verwendung

Hersteller

Deckglaser 10x10 mm

ELISA Platte, 96 Well

Mikroreaktionsgefafd 1,5 mi

Mikroreaktionsgefafd 1,5 mi
schwarz

Mikroreaktionsgefald 2 ml

FrameStar® 384-well Platte

Matrix Pipettenspitzen 30 pl

Mikrotiterplatte weif, 96
Well

Pipettenspitzen, 2,5 pul, 10
pl, 200 ul, 1000 pl

PCR-Rohrchen, 0,2 ml

Schraubréhre 15 ml

Schraubréhre 50 ml

SPLScarTM Kratzer

Superfrost Plus™
Objekttrager
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Th.Geyer, #7695023

R&D Systems, #DY990

Sarstedt, #72.690

Roth, #AA80.1

Sarstedt, #72.689

4titude, #41i-0382

Thermo Scientific, #7431

Costar, #3912

Sarstedt

Kisker Biotech, #G003-SF

Sarstedt, #62.554.502

Sarstedt, #62.547.254

SPL Life Sciences, #201906

ThermoFischer- Scientific,
#J1800AMNZ



T-75 Zellkulturflasche

Zellkulturplatte, 6 Well

Zellkulturplatte, 12 Well

Zellkulturplatte, 96 Well

Zellschaber

Sarstedt, #83.3911.002

Sarstedt, #83.3920

Sarstedt, #83.3921

Sarstedt, #83.3924

Sarstedt, #83.1830

3.1.9 Gerate

Tabelle 8: Genutzte Gerdte mit Verwendung und Hersteller

Gerat Verwendung Hersteller
ApoTome 2 Mikroskop Mikroskopieren Zeiss
AxioCam MRC vert. A1 Mikrophotographie Zeiss
Kamera

AxioCam MRm Kamera Mikrophotographie Zeiss
Centrifuge 5415 R Zentrifugieren Eppendorf

Centrifuge Mini Star

Imager M2 Mikroskop

Infinite® F200 Pro Platten-
Leser

Zentrifugieren

Mikroskopieren

Messung von Absorption,
Lumineszenz
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VWR International

Zeiss

Tecan



LightCycler® 480 Instrument
Il

Matrix™ Multichannel
Pipette

MSC-Advantage Sterilbank

NanoDrop 2000
Spectrophotometer

Quantifizierung von Genen
mittels gPCR

Mehrkanalpipettieren

Sterilbank

Spektralphotometrie

Roche Applied Science

ThermoFisher Scientific

Thermo Scientific

Thermo Scientific

GraphPad Prism Version 7

ImageJ 1.50i

Fl1JI

LightCycler® 480 Software
1.5.1

Microsoft Office (Word,
Excel, Powerpoint)

Statistik

Zahlen, Abmessen von
Zellen und Arealen

Qualifizierung der
Morphologie

Quantifizierung von Genen
mittels gPCR

Schreiben, Tabellen,
Prasentationen
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Neubauer Zahlkammer Zellzahlung Marienfeld
TW20 Wasserbad Auftauen, Erwaérmen Julabo

3.1.10 Software

Tabelle 9: Genutzte Software mit Verwendung und Hersteller
Software Verwendung Hersteller
Adobe Acrobat Reader PDF-Dokumente Adobe Systems

GraphPad Software, Inc.

National Institutes of Health

National Institutes of Health

Roche Applied Science

Microsoft



Nanodrop2000/2000c Spektralphotometrie Thermo Fisher Scientific

Tecan i-control 1.9 Messung von Absorption, PerkinElmer
Lumineszenz

Zen 2012 Mikrophotographie Zeiss

3.2 Methoden

3.2.1 Kultivierung und Stimulation

Die BV-2-Zellen wurden nach dem Auftauen in einem speziellen Nahrmedium in
Zellkulturflaschen gezuchtet. Dafir wurde das Gibco RPMI Medium benutzt, welchem noch
Fetales Kalbserum (FCS), L-Glutamin und Penicillin/Streptomycin zugesetzt wird (RPMI 1640
+5 % FCS + 1 % Penicillin/Streptomycin + 1 % L-Glutamin + 50 uM B-mercaptoethanol). Wenn
die Zellen annahernd konfluent sind, werden sie mithilfe eines Zellschabers in frischem
Medium abgel6st und auf zwei oder drei neue Zellflaschen verteilt. Um die Anzahl der Zellen
manuell zu bestimmen, wurde eine Neubauer-Zahlkammer verwendet. Ein Tag vor der
Stimulation werden die Zellen in 6- oder 12-Well Platten mit einer Dichte von 300.000 Zellen
auf 2ml bzw. 150.000 Zellen auf 1 ml in den 12-Well Platten ausgesat. Ausnahmen hiervon
werden in den jeweiligen Versuchsabschnitten erlautert. Aufgrund der schlechten
Wasserldslichkeit von DMF wurde eine Stammldsung von 175 mM in DMSO angesetzt, die fur
die spatere Anwendung in Medium verdinnt wurde. Um potenzielle Effekte des DMSO auf die
Zellen abschatzen zu kdnnen wurden 0.057% DMSO als Kontrolle verwendet. Um die
Arbeitslésung LPS herzustellen, wurde ein 1 mg/ml Stock LPS 1:100 mit PBS verdinnt. Diese
Lésung wurde dann im Well 1:200 mit Medium verdiinnt, um eine finale Arbeitskonzentration
von 50 ng/ml zu erhalten. So ergeben sich vier Behandlungsgruppen, eine unbehandelte
Kontrollgruppe, die nur Medium und 0,057 % DMSO enthalt, eine DMF-Gruppe (100 uM), eine
LPS-Gruppe in 50 ng/ml Lésung und eine DMF/LPS-Kombinations-Gruppe.
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3.2.2 Zellvitalitat

Um eine effiziente und non-toxische Dosis fur die DMF-Behandlung zu finden, wurde das
Zellproliferationstest CellTiter 96® AQueous One Solution von Promega benutzt, der die
metabolische Aktivitdt von Zellen quantifiziert. Dabei wurde das Reagenz — ein Methyl-
Tetrazolium-Salz (MTS) — von den verwendeten BV-2-Mikrogliazellen durch Dehydrogenasen
zu einem farbigen Formazan Produkt reduziert. 10* Zellen wurden pro Well (iber Nacht in einer
96-Well-Platte kultiviert. Daraufhin wurden die Zellen 24 h mit DMF in nachfolgend
beschriebenen Konzentrationen stimuliert: 0 uM (0,057 % DMSO), 5 uM, 10 uM, 50 uM, 100
MM, 150 uM, 200 uM. Zusatzlich gab es Proben ohne Zellen, die als Leerwert (Blank)
fungierten und Proben mit Zellen, denen nur Medium gegeben wurde. Daraufhin erfolgte die
Anwendung des Reagenzes wie vom Hersteller beschrieben fir 2 h. AnschlieRend wurde die
Absorption des entstandenen Formazan-Produktes bei einer Wellenlange von 490 nm mit dem
Tecan Infinite® F200 pro Mikroplattenleser gemessen. Der durchschnittliche Blank-Wert wurde
von allen gemessenen Werten subtrahiert, um die Hintergrund-Absorption durch Medium zu

eliminieren.

3.2.3 RNA-Isolation

BV-2-Mikrogliazellen wurden in 12-Well-Platten zu je 150.000 pro Well ausgesat und fir 24 h
kultiviert (n=3, DMSO 0,057 %; DMF 100 pM; LPS 50 ng/ml; DMF/LPS). Die
Behandlungsdauer belief sich auf 6 h. Die Zellen wurden nach Ablauf dieser Zeit mit einem
Zellschaber und in einem RA1-Lysis-Puffer (NucleoSpin RNA Kit von M&N) geldst. Danach
wurde die RNA mit dem NucleoSpin RNA Kit von M&N nach Herstellerprotokoll isoliert und die
RNA in 40 pyl RNAse-freiem Wasser eluiert. Fir die RNA-Proben wurde die Konzentration
spektrophotometrisch mit dem NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) gemessen. Die RNA-

Proben wurden bei -80°C gelagert.

3.2.4 Reverse Transkriptase

Der nachste Schritt bestand in der Umschreibung der RNA in 20 yl komplementare DNA mit
dem RevertAid First Strand cDNA Synthese Kit von Thermo Scientific. Die Zielkonzentration

betrug 0,1 pg/ul. Benutzt wurde ein Thermocycler von Pegstar.
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3.2.5 Quantitative Echtzeit-PCR

Fir die Quantifizierung der DNA-Molekile der pro- und anti-inflammatorischen Gene kam die
quantitative Echtzeit-PCR (qRT-PCR) mit dem Takyon™ No Rox SYBR® MasterMix Blue
dTTP Kit bzw. das Takyon™ No ROX Probe 2X MasterMix Blue dTTP Kit von Eurogentec
gemal Protokoll zum Einsatz. Die fir die Gene spezifischen Primer sind im Kapitel Material
aufgelistet (Tab. 5). Die Plattenbelegung erfolgte in Duplikaten. Die Expression der pro-
infammatorischen Gene wurde sowohl mit 50 ng/ml als auch mit 100 ng/ml LPS untersucht.
Die qPCR der anti-inflammatorischen Gene wurde mit 50 ng/ml LPS durchgefiihrt. Die anderen

Konditionen blieben unverandert (s. Abschnitt 3.1.1).

3.2.6 Zytokinmessung

150.000 BV-2-Mikrogliazellen wurden pro Well in 12-Well-Platten fir 18 h kultiviert und
anschlieend fir 12 h zu den bekannten Konditionen behandelt (DMSO 0,057 %; DMF 100
uM; LPS 50 ng/ml; DMF/LPS), bevor die Uberstéande zentrifugiert und gesammelt wurden. In
der vorliegenden Arbeit wurde wie folgt mit dem Reagenz-Verdinner (1 % Bovines
Serumalbumin in 1x PBS) verdinnt: Ccl2: 1:50, -6 und Tnfa: keine Verdinnung. Fur das
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA DuoSet Kit von R&D) wurde wie im
Herstellerprotokoll beschrieben vorgegangen. Die durch den letzten Versuchsschritt
entstehende Farbreaktion wurde mit dem Tecan Infinite® F200 pro Mikroplattenleser
untersucht. Anhand der gemessenen Werte und der Standartkurve konnten die

Konzentrationen berechnet werden.

3.2.7 P65- und Phalloidinfarbung

100.000 BV-2-Mikrogliazellen wurden in 12 Well-Platten auf Deckglaser mit 15 mm
Durchmesser ausgesat und fur 18 h kultiviert. Die Behandlung der Zellen zu bekannten
Konditionen (DMSO 0,057 %; DMF 100 uM; LPS 50 ng/ml; DMF/LPS) dauerte 45 min. Der
Ablauf der Immunozytochemie (ICC) ist dem Protokoll zu entnehmen. Der primare Antikorper
(NFkB p65, Spezies: Maus) wurde fir 1 h inkubiert. Dieser wurde vorher 1:100 in Antikdrper-
Ldsung verdinnt. Die lichtsensitiven sekundaren Antikorper — Alexa Fluor 488 1:1000 verdiinnt
in Antikérper-Lésung bei Raumtemperatur und Phalloidin-TRITC 1:500 verdinnt in PBS —
wurden fir 30 bzw. 75 min bei Raumtemperatur, vor Licht geschitzt inkubiert. Fluoromount G

mit DAPI wurde verwendet, um auch die Zellkerne anzufarben. Mikrofotografien wurden
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angefertigt in 20-facher VergréRerung mit dem ApoTome 2 Mikroskop von Zeiss. Mit ImageJ
wurden die Bilder analysiert, dabei wurde die Flache von p65 im Nukleus in Relation zur Flache
des Nukleus gesetzt. Um die Morphologie zu analysieren, wurde mit ImagedJ die Flache, der

Umriss und der Verzweigungsindex des Zytoskeletts gemessen.

3.2.8 Migration

Bei dem Scratch-Wound-Healing-Versuch wurden BV-2-Mikrogliazellen in 6-Well-Platten zu je
300.000 Zellen fur 24 h kultiviert. Am darauffolgenden Tag wurde mittig in die Wells eine lineare
Kratzspur geratscht (Scratcher 6Well, SPL Lifesciences) und die Zellen je nach Kondition
behandelt, mit DMSO 0,057 %, DMF 100 pM, LPS 50 ng/ml oder DMF/LPS-
Kombinationstherapie. Unmittelbar darauf wurden die ersten Mikrofotografien in 10facher
Vergroferung gemacht (AxioVert.A1 Mikroskop, Nikon / AxioCam MRC vert. A1 Kamera,
Zeiss). Die Position jedes Fotos wurde dokumentiert. 4 h spater wurden erneut Fotos in den
gleichen Positionen aufgenommen. Die Bilder wurden mit ImagedJ analysiert, dabei wurden die

Flache von migrierten Zellen und die Anzahl bestimmt und verglichen.

3.2.9 Phagozytose

Fir die Messung der Phagozytose-Aktivitat wurden 100.000 BV-2-Mikrogliazellen pro Well in
12-Well-Platten fir 24 h kultiviert. Dann wurden die Zellen behandelt (DMSO 0,057 %; DMF
100 pM; LPS 50 ng/ml; DMF/LPS), wobei in diesem Experiment eine weitere Kondition nur mit
Zellen und Medium eingefiihrt wurde. Dies diente der Ermittlung eines Phagozytose-
Verhaltens unter nicht stimulierten Bedingungen. Nach 2 h Inkubationszeit wurde 1 pl der
Mikropartikel (2 pm, Sigma-Aldrich) in Flussigkeit hinzugegeben und die Platten zur
gleichmaRigeren Verteilung geschwenkt. Es folgte eine erneute Inkubationszeit von 4 h. Dann
wurde gewaschen und mit frischem Medium aufgefullt. Pro Well wurde ein Bild in 5-facher
VergréRerung als Ubersichtsbild und 3 Bilder in 40-facher VergréRerung aufgenommen. Dann
wurden die Mikropartikel gezahlt mit Hilfe von ImagedJ. Zellen mit mehr als 10 phagozytierten
Mikropartikeln wurden als Phagozytose-aktive Zellen gezahlt und in Relation zur totalen

Zellanzahl in dem Bild gesetzt.
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3.2.10 Stickoxid-Messung

Fir die Bestimmung der Nitritoxidfreisetzung (NO) kam das Griess Reagent System von
Promega zum Einsatz. Dieses misst den NO-Gehalt in den Zellkultur-Uberstanden der
jeweiligen Kondition. Dafur wurden 500.000 Zellen in 500 pl pro Well (12-Well-Platte) fir 18 h
kultiviert und mit der jeweiligen Behandlung (DMSO 0,057 %; DMF 100 uM; LPS 50 ng/ml;
DMF/LPS) fiir weitere 12 h inkubiert. Nach Zentrifugieren werden die Uberstande auf einer 96-
Well-Platte verteilt: 4 Konditionen & 3 Proben a 2 biologische Duplikate. Um die spateren
Messwerte einordnen zu kdnnen, wird auch eine Nitrit-Standart-Lésung unterschiedlicher
Konzentration in Triplikaten auf die Wells verteilt, um eine Referenzkurve zu erhalten (100 puM,
50 uM, 25 uM, 12,5 uM, 6,25 uM, 3,125 uM, 1,56 uM, 0 uM). Der weitere Verlauf war gemaf
dem Herstellerprotokoll. Die Absorption wurde mit dem Tecan Infinite F200 Pro Platten-Leser

gemessen. Daflr wurde ein Filter fur Wellenlangen zwischen 520 und 550 nm verwendet.

3.2.11 Neurotoxizitat

Der Caspase 3/7 Test von Promega ist eine Labormethode, um Caspasen in einer Zellprobe
zu messen, die ein Mal fir die Apoptose-Aktivitat sind. Dafir wurden 661W-
Fotorezeptorzellen (Maus-Fotorezeptoren, kultiviert in DMEM (high glucose) Medium + 1%
P/S + 10% FCS) mit den Zellkulturiberstanden der konditionierten BV-2-Zellen behandelt. Fur
die Gewinnung der Zellkulturiberstdnde wurden 150.000 BV-2-Mikrogliazellen in 12-Well-
Platten fur 18 h kultiviert und fir 6 h unter bekannten Konditionen (DMSO 0,057 %; DMF 100
UM; LPS 50 ng/ml; DMF/LPS) inkubiert. Uberstande wurden gesammelt, zentrifugiert und
wahlweise direkt fur die Behandlung der Fotorezeptoren benutzt oder bei -80° C gelagert. Die
Fotorezeptoren wurden auf 96-Well-Platten (10.000 Zellen pro Well) kultiviert und mit dem
konditionierten BV-2-Medium behandelt (5 Konditionen a 5 Proben: Medium; DMSO 0,057 %;
DMF 100 pM; LPS 50 ng/ml; DMF/LPS). Als Blank wurden Wells mit Medium ohne Zellen
genutzt. Das Subtrahieren der Blank-Werte ist wichtig, um durch das Medium verursachte
Hintergrundsignale auszugleichen. Nach 48 h Inkubationszeit wurde jedem Well 50 yl von dem
Caspase Glo 3/7 Reagenz hinzugegeben. Dann wurden die Platten abgedeckt, geschwenkt
und fir 1 h inkubiert, woraufhin mit dem Tecan Infinite F200 Pro Platten-Leser die Lumineszenz
gemessen wurde. Die Messwerte wurden in Relation zu dem Durchschnittswert der

unbehandelten (nur Medium) Gruppe gesetzt, um die relative Caspase-Aktivitat darzustellen.

35



3.2.12 Statistik

Es wurden einfaktorielle ANOVA-Analysen durchgefiihrt, um festzustellen, ob signifikante
Unterschiede zwischen den Konditionen bestehen. Bei Nachweis von Signifikanz wurden
anschlieRend Sidak’s Multiple Comparisons Tests durchgefiihrt, um spezifische
Gruppenvergleiche vorzunehmen und die Quellen der beobachteten Unterschiede genauer zu
untersuchen. Die Signifikanz wurde wie folgt abgestuft: p < 0,05 (*), p < 0,01 (**) und p < 0,001

(***). Alle Ergebnisse entsprechen dem Mittelwert + Standardfehler.

4. Ergebnisse

4.1. Dimethylfumarat reduziert die LPS-induzierte Mikroglia-Reaktivitat

4.1.1 Wirkung unterschiedlicher DMF-Dosen auf die Vitalitat von BV-2-
Mikrogliazellen
Um den Effekt von DMF auf die Vitalitat von Mikroglia zu untersuchen, wurden BV-2-Zellen mit

verschiedenen Inkubationszeiten und steigenden DMF-Konzentrationen inkubiert, um die

optimale Dosierung fir Versuche mit den Zellen zu ermitteln.
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Abb. 4: Vitalitatsmessung durch das MTS Cell Proliferation Assay von Promega nach 24 h
Stimulation. In den Gruppen 0-150 uM DMF gab es keine signifikanten Unterschiede. Die Zellen mit
der Dosis 200 uM zeigten eine signifikant erniedrigte Vitalitat von etwa 34 %. (n = 8 aus 3 unabhangigen
Experimenten, Mittelwert + Standardfehler, One-way ANOVA mit Sidak‘s multiple comparison test, * = p
<.05, "™ =p<.01, "™ =p<.001)
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Die Messungen der DMF-Konzentrationen 5 bis 150 pM ergaben keine signifikante
Abweichung zur Referenz ohne DMF. Lediglich eine Dosis von 200 uM konnte eine signifikante
Reduktion (p < .001) der Viabilitdt im Vergleich zur 0 yM-Gruppe bewirken (Abb. 4).

4.1.2 Einfluss von DMF auf die pro-inflammatorische Genexpression und
Nitrit-Produktion

Auf Grund der Ergebnisse aus den Zellvitalitdtsmessungen wurde eine DMF-Dosis von 100
MM gewanhlt. Fir die Expressionsmessung pro-inflammatorischer Gene durch gPCR wurden
BV-2-Mikrogliazellen Uber Nacht kultiviert und fir 6 h in folgenden Konditionen stimuliert:
DMSO 0,057 % (Kontrolle); DMF 100 uM; LPS 50 ng/ml; DMF/LPS. Dabei wurde gezeigt, dass
im Vergleich zur LPS-Kondition die Zugabe von DMF die Expression von /I-6, lI-14, Tnf, Ccl2
und iNos signifikant reduziert hat (Abb. 5), alle p < .001.
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Abb. 5: Relative mRNA-Expression von /-6, /I-1b, Tnf, Ccl2 und iNos, gemessen durch gqPCR.
Stimulationszeit: 6 h. (n = 7-9 aus 3 unabhangigen Experimenten, Mittelwert + Standardfehler, One-way
ANOVA mit Sidak‘s multiple comparison test, * = p < .05, ** = p < .01, *** = p < .001)
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iINOS ist ein nicht Kkonstitutiv exprimiertes Enzym, welches die Produktion von
Stickstoffmonoxid (NO) exponentiell steigern kann und Bestandteil der nattrlichen Mikroglia
vermittelten Immunabwehr nach Stimulation ist. NO wirkt in hohen Konzentrationen
zytotoxisch und es wurde erwartet, dass DMF nicht nur die Genexpression des Enzyms
reduziert, sondern daraus schlussfolgernd auch die Produktion von NO. Daflr wurden die
Zelliberstande aus den jeweiligen Konditionen gesammelt, um den Anteil an NO zu

bestimmen.
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Abb. 6: Gemessene Nitrit-Konzentrationen nach 12h Inkubationszeit. (n = 9 aus 3 unabhangigen
Experimenten, Mittelwert + Standardfehler, One-way ANOVA mit Sidak‘s multiple comparison test, * = p
<.05, " =p<.01, ™" =p<.001)

Wahrend die Nitrit-Konzentration nach LPS-Stimulierung der Mikroglia signifikant erhéht war,
fuhrte die zuséatzliche DMF-Behandlung zu einer signifikant reduzierten Nitrit-Ausschuttung
(Abb. 6).

4.1.3 Effekt von DMF auf die pro-inflammatorische Zytokinproduktion

Nachdem dargelegt wurde, dass die Expression pro-inflammatorischer Gene durch DMF
reduziert werden konnte, stellte sich die Frage, ob die Sekretion von Zytokinen und
Chemokinen im Umfeld von mit DMF behandelten Mikrogliazellen auch tatsachlich verringert
ist. Zur Klarung dieser Frage kam ein ELISA-Immunoassay zum Einsatz. Fur die Proben
wurden die Uberstande der Konditionen gesammelt und zentrifugiert. Getestet wurden I1-6, Tnf

und Ccl2 und die entstandene Farbreaktion wurde in einem Mikroplattenleser gemessen.
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Abb. 7: Gemessene Konzentrationen von IL-6, TNF und CCL2 nach 12 h Stimulation. (n = 9 aus 3
unabhéngigen Experimenten, Mittelwert + Standardfehler, One-way ANOVA mit Sidak's multiple
comparison test, * = p <.05, ** = p < .01, *** = p <.001)

Wie die Abbildung zeigt, wurde die durch LPS hervorgerufene Erhéhung der Produktion der
drei gemessenen Zytokine 1I-6, Tnf und Ccl2 durch DMF signifikant herunterreguliert. DMF
allein hat dabei keine signifikante Erhdhung der Zytokinlevel im Vergleich zur Kontrolle
verursacht (Abb. 7).

4.1.4 Auswirkung von DMF auf den pro-inflammatorischen

Transkriptionsfaktor NF-kB

In der homoostatischen Mikrogliazelle ist der pro-inflammatorische Transkriptionsfaktor NF-kB
auBerhalb des Zellkerns im Zytosol lokalisiert. Bei Immunaktivierung transloziert NF-kB in
seiner mobilen Form in den Zellkern, wo er die Expression von pro-inflammatorischen Genen
induziert. Um NF-kB zu detektieren, wurde seine p65-Untereinheit immunzytochemisch

angefarbt. Die Farbung ist wie in 3.7 beschrieben durchgefiihrt worden.
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Abb. 8: A Mit Alexa Fluor 488 angefarbtes p65. Die weillen Kasten zeigen Areale, die darunter

vergrofert dargestellt sind. B Quantifizierung des nuklearen p65, Mastab: 50 um. (n = 90 Zellen aus 3
unabhéngigen Experimenten, Mittelwert + Standardfehler, One-way ANOVA mit Sidak's multiple
comparison test, * = p < .05, ** = p < .01, *** = p <.001)

In der Kontrolle war der p65-Anteil am geringsten und in der LPS stimulierten Gruppe am
héchsten. In den Konditionen, in denen DMF zugesetzt wurde, konnte man einen geringeren
p65-Anteil pro Zellkern beobachten. Statistisch signifikante Unterschiede zeigten sich hierbei
sowohl zwischen Vehicle und LPS als auch zwischen LPS und LPS + DMF (Abb. 8).

4.1.5 Wirkung von DMF auf anti-inflammatorische Gene

Die Expression anti-inflammatorischer Gene wurde Uberprift, indem nach 6 h Stimulation eine

gPCR durchgefiihrt wurde. Untersucht wurden die antioxidativen und zytoprotektiven Gene:

40



Nrf2, Catalase-1 (Cat1), Ham-Oxygenase-1 (Hmox1), Nqo1 und Superoxiddismutase-2
(Sod2).
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Abb. 9: Relative Genexpression anti-inflammatorischer Faktoren nach 6 h Stimulation. (n = 8-9 aus 3
unabhéngigen Experimenten, Mittelwert + Standardfehler, One-way ANOVA mit Sidak's multiple

comparison test, * = p < .05, ** = p < .01, *** = p <.001)

Die Abbildung zeigt, dass DMF im Vergleich zur Kontrolle und zu LPS die Expression von Cat1,
Hmox1 wund Ngo1 signifikant heraufregulierte, wohingegen die Gene Nrf2 und
Superoxiddismutase 2 (Sod?2) signifikant durch DMF reduziert wurden (Abb. 9).
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4.2. Dimethylfumarat beeinflusst SchlUsselfunktionen reaktivierter

Mikroglia
4.2.1 Veranderung der Morphologie durch DMF

Wird eine Mikrogliazelle durch einen Stimulus reaktiviert, findet eine Formveranderung statt,
die sich der neuen Aufgabe, der Immunabwehr, anpasst. Die Mikroglia andert ihre
Morphologie von einer ramifizierten zu einer amdboiden Form, die so auch die Migration
innerhalb der Retina ermdglicht. Um diese Formveranderungen zu untersuchen, wurde eine

Phalloidin-Farbung eingesetzt, die das Zytoskelett markiert.
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Abb. 10: A Mit DAPI angefarbte Zellkerne und durch Phalloidin-TRITC angefarbtes Zytoskelett.
MaRstab: 50 um. B Gemessener Ramification Index, Area und Outline, (n = 90 Zellen aus 3
unabhéngigen Experimenten, Mittelwert + Standardfehler, One-way ANOVA mit Sidak's multiple
comparison test, * = p < .05, ** = p < .01, *** = p <.001)

Um die Anderung der Morphologie messbar zu machen, wurden drei Parameter untersucht:

der Verzweigungsindex (Ramification Index), die Flache (Area) und der Umriss (Outline).
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Sowohl Grad der Verzweigung und Flache als au.ch Umriss wurde verglichen zur LPS-
Bedingung durch die Zugabe von DMF signifikant erhéht, wahrend LPS allein eine signifikante

Reduktion gegenuber der Kontrolle in allen Parametern bewirkte (Abb. 10)

4.2.2 Einfluss von DMF auf das Migrationsverhalten von BV-2-

Mikrogliazellen

Ein weiteres Schlusselmerkmal reaktivierter Mikroglia ist ein erhdhtes Migrationsverhalten,
welches, so unsere Hypothese, durch DMF reduziert werden konnte. Um dies zu beweisen,
wurde dem mit Mikroglia besiedelten Boden von 6 Well-Platten eine Kratzspur zugefigt und
die Wells je nach Kondition behandelt. Unmittelbar danach und nach 4 h wurden Fotos in 10-
facher VergroRRerung mit einem Mikroskop angefertigt (Abb. 11A). Mit der Software ImageJ
wurden Anzahl migrierter Zellen und die dadurch besiedelte Flache gemessen und miteinander
verglichen (Abschn. 3.1.8).
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Abb. 11: A Mikrofotografien von den Zellen und dem Scratch zum Zeitpunkt des Scratches und Beginn

der Stimulation und zum Zeitpunkt nach Ablauf von 4 h. Maf3stab: 50 um. B Anzahl der innerhalb 4 h
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migrierten Zellen. C Zunahme der besiedelten Flache. (n = 7-9 aus 3 unabhangigen Experimenten,
Mittelwert + Standardfehler, One-way ANOVA mit Sidak‘s multiple comparison test, * = p < .05, * = p
<.01,** =p<.001)

Es konnte gezeigt werden, dass DMF die Neubesiedelung des zellfreien Spaltes verlangsamt,
denn nach 4 h ist die Anzahl der migrierten Zellen im Vergleich zur Kontrolle unter LPS stark
angestiegen, konnte aber durch DMF signifikant reduziert werden. Koharent dazu konnte auch
eine stark verminderte Flachenzunahme durch BV-2-Zellen im Spalt gemessen werden (Abb.
11).

4.2.3 Effekt von DMF auf die Phagozytose-Aktivitat von BV-2-

Mikrogliazellen

Am Ort der Verletzung angekommen betreiben reaktivierte Mikrogliazellen Ubermafig
Phagozytose, der auch gesunde retinale Strukturen zum Opfer fallen kdnnen. Um den Einfluss
von DMF auf die Phagozytose-Aktivitat reaktiver Mikroglia zu untersuchen, wurden 2 ym grof3e
Mikropartikel den BV-2-Zellen prasentiert und die Anzahl der aufgenommenen Partikel
miteinander verglichen. Es gab eine zusatzliche Kondition mit nur mit Medium behandelten
Zellen. Die Ergebnisse aus dieser Gruppe wurden gemittelt und es konnten Werte flr eine
normale und eine gesteigerte Phagozytose Aktivitat definiert werden. In diesem Versuch wurde
festgelegt, dass eine Zelle mit mehr als 10 aufgenommenen Mikropartikeln als phagozytisch
aktivierte Zelle gilt. Die Anzahl der Zellen mit mehr als 10 Mikropartikeln in Relation zur
gesamten Zellzahl wurde als relative Phagozytose bestimmt und diente als

Vergleichsparameter.
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A
DMF 100 uM LPS 50 ng/ml DMF + LPS

Abb. 12: A Mikrofotografien der Zellen in der jeweiligen Kondition (in 40-facher Vegrofierung). Maf3stab:
50 um. B Prozentuale Phagozytose-Aktivitat, (n = 9 aus 3 unabhanigen Experimenten, Mittelwert +
Standardfehler, One-way ANOVA mit Sidéak‘s multiple comparison test, * = p < .05, * = p < .01, *=p
<.001)

Unter Stimulation mit LPS stieg die Anzahl Phagozytose-aktiver Zellen signifikant an, p <.001,
aber unter DMF-Zugabe wurde sie signifikant reduziert, p < .001. Damit konnte die Annahme
bestatigt werden, dass DMF neben der Morphologie und der Migration auch die Phagozytose
modulieren kann (Abb. 12).

4.3. Dimethylfumarat wirkt neuroprotektiv auf Fotorezeptoren

Um die Kernhypothese dieser Arbeit abschlielend zu beantworten, wurde untersucht, welchen
Einfluss alle bisher untersuchten Eigenschaften von DMF auf das Uberleben von
Fotorezeptoren haben. Dafir wurde die Caspase-Aktivitit von 661-Photorezeptoren
gemessen, nachdem diese mit den Zelluberstanden der konditionierten BV-2-Mikrogliazellen
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behandelt wurden. Diese Werte wurden dann mit den Werten aus der Gruppe verglichen, die

nur mit Medium behandelt wurde.
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Abb. 13: Relative Caspase-Aktivitdt, (n = 21-23 aus 3 unabhangigen Experimenten, Mittelwert +
Standardfehler, One-way ANOVA mit Sidak‘s multiple comparison test, * = p < .05, * = p < .01, **=p
<.001)

Es konnte gezeigt werden, dass DMF allein die Caspase-Aktivitat im Vergleich zur Kontrolle
nicht signifikant beeinflusst, wohingegen LPS zu einer signifikanten Steigerung fuhrt. Dieser
Effekt kann durch DMF allerdings wieder signifikant reduziert werden (Abb. 13).

5. Diskussion

Entzindungen und degenerative Erkrankungen im zentralen Nervensystem wie die AMD sind
mitunter gekennzeichnet durch chronische Mikroglia-Reaktivitat (Kwon & Koh, 2020). Die AMD
ist eine progressive Erkrankung und ein weltweit fihrender Grund fur Erblindung, doch die
aktuellen Therapieoptionen gegen alle Formen der AMD sind stark limitiert (Pennington &
DeAngelis, 2016). DMF hat als zugelassenes MS-Medikament in zahlreichen Studien einen
positiven Effekt auf Mikrogliazellen im Gehirn gezeigt, in dem es anti-inflammatorisch,
antioxidativ und neuroprotektiv wirkt (Rosito et al., 2020b). Ziel der vorliegenden Studie war
es, zu eruieren, ob DMF auch in der Retina eine immunmodulatorische Wirkung auf Mikroglia
zeigen kdnne. Dabei wurden BV-2-Mikrogliazellen in vitro auf ihre Reaktivitat,

Schlisselfunktionen und ihren Einfluss auf 661W Fotorezeptoren untersucht.
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5.1. Effekt von DMF auf BV-2-Mikrogliazellen und ihre Reaktivitat

Zu Beginn der Untersuchungen wurden in vitro Viabilitatstests mit Dosierungen von 5 — 200
uM DMF an BV-2-Mikrogliazellen durchgefihrt, um festzustellen, welche nicht toxische
Dosierung zur Behandlung mit DMF geeignet ist. Die Ergebnisse zeigten nach 24 h
Behandlungszeit bis 150 uyM keine signifikante Reduzierung der Uberlebensrate. Eine
Behandlung mit 200 uM fuhrte zu einer signifikanten Verringerung der Viabilitat. In der Literatur
findet man die Verwendung von 100 yM DMF (Paraiso et al., 2018; Pagani et al., 2020), aber
auch Dosierungen im ein- bis zweistelligen Bereich (Lee et al., 2021b). Versuche unsererseits
mit 10 uM DMF-Behandlung fuhrten nach 6, 12 und 24 h zu keinen konstanten Ergebnissen,
die auf einen anti-inflammtorischen Einfluss von DMF hindeuten (s. Anhang). Wir entschieden

uns auf dieser Grundlage fur eine Dosierung von 100 uM DMF.

LPS kommt in vielen Studien als Entziindungsstimulator zum Einsatz. In der Literatur sind
regelmafig Dosierungen im Bereich von 10 bis 100 ng/ml zu finden(Gomes et al., 2013; Zheng
et al., 2018). Die durchgefihrten Untersuchungen zur Genexpression zeigten, dass 50 ng/mi
LPS Uber den NF-kB-Transkriptionsfaktor die Expression diverser Entziindungsmediatoren
initiiert. Folglich wurden die Mikrogliazellen in den vorliegenden Untersuchungen mit 50 ng/ml
LPS stimuliert. Die Analyse der Genexpression zeigte, dass DMF die Expression von /-6, -
14, Tnf, Ccl2 und iNos nach 6 h signifikant gesenkt hat. Das passt zu der vorherrschenden
Studienlage, denn viele andere Arbeiten spiegeln seit geraumer Zeit ahnliche Ergebnisse
wider (Rosito et al., 2020b; Wilms et al., 2010). In der Studie von Wilms (Wilms et al., 2010)

senkte DMF ebenfalls die Expression pro-inflammatorischer Gene nach 6 h.

Weiter wurde die Konzentration von Nitrit als messbarer Metabolit von NO in den Ubersténden
der konditionierten Mikrogliazellen gemessen. NO spielt eine Rolle wahrend der Entziindung,
da es als zytotoxisch gilt und auRerdem die Expression pro-inflammatorischer Gene weiter
anfeuert (Wilms et al., 2010). Ziel war es zu untersuchen, ob LPS einen Einfluss auf die NO-
Produktion hat und ob DMF diese wieder senken kann. Diese Annahme konnten wir mit den
Ergebnissen des Griess-Testes nach 12 h Inkubationszeit bestatigen. iNos gilt hierbei als
ursachlich, weshalb es sich anbot, dieses Enzym auf Transkriptionsebene quantitativ zu
untersuchen. Koharent zu den vorherigen Erkenntnissen, war auch das Expressionslevel von
iNOS durch LPS-Stimulation signifikant erhéht und durch den die Zugabe von DMF signifikant
reduziert. Wie auch in anderen Arbeiten beschrieben, liegt es nahe, dass diese Ereignisse mit
der Fahigkeit von DMF, den NF-kB-Signalweg zu hemmen und den NRF2-Signalweg positiv
zu beeinflussen, zusammenhangen (Giustina et al., 2018; Rosito et al., 2020b; Wilms et al.,
2010).
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Eine ELISA-Analyse zeigte, dass DMF die Produktion von pro-inflammatorischen Zytokinen
unter Einfluss von LPS-Stimulation unterdriickt und damit eine entziindungshemmende
Wirkung auf Sekretionsebene entfaltet. Untersucht wurden hier Ccl2, II-6 und Tnf, die eine
zentrale Rolle bei der Regulierung von Entziindungsreaktionen spielen. Das Chemokin Ccl2
fungiert als Signalmolekll und navigiert weitere Immunzellen an die Entzindungsstelle im
Gewebe. IL-6 ist mal3geblich an der Aktivierung von Abwehrzellen beteiligt und ist als wichtiger
Mediator fir die Entwicklung und Aufrechterhaltung der Funktion des ZNS angesehen. Dabei
kann [I-6 schadhafte oder protektive Auswirkungen haben, was davon abhangt, ob es zu einer
UberschieRenden Immunreaktion nach Reiz oder Verletzung von Gewebe kommt oder ob
homdostatische Bedingungen vorherrschen (Kummer et al., 2021). Tnf ist ein Zytokin, das
unter anderem die Immunantwort moduliert, Fieber induziert, Apoptose initiiert und mit der
Entstehung und Progression von neurodegenerativen Erkrankungen wie Parkinson in
Verbindung steht (McCoy et al., 2011). DMF konnte die Produktion von Ccl2, 1I-6 und Tnf
signifikant senken, was wiederum auf seinen positiven Einfluss auf den NF-kB-Signalweg und
folglich auf die Genexpression zuriickzufiihren ist. Die gemessene Zytokinkonzentration im
Zelliberstand wurde allerdings nicht auf das Referenzniveau unbehandelter Zellen aus der
Kontrollgruppe gesenkt. McGuire hingegen konnte in seiner Arbeit zeigen, dass die
Zytokinproduktion von TNF und IL-6 nach 12 h wieder auf das Ausgangsniveau gesunken ist.
Hier wurde DMF bereits 4 h vor der LPS-Stimulation eingesetzt (McGuire et al., 2016). In der
vorliegenden Arbeit wurde keine Vorbehandlung durchgeflihrt, was eine mdégliche Erklarung

fur die abweichenden Ergebnisse sein kdnnte.

In weiteren Schritten wurde die Lokalisation des Transkriptionsfaktors NF-kB beobachtet,
indem seine Untereinheit p65 angefarbt wurde. Der Aktivierungsmechanismus von NF-kB
kann durch unterschiedliche Stimuli, in der vorliegenden Arbeit durch LPS, ausgeldst werden.
Wahrend im Ruhestadium NF-kB vorwiegend im Zytosol vorkommt und dort an Inhibitoren
gebunden ist, kommt es bei Aktivierung durch Proteinkinasen zu dessen Liberation, was eine
Translokation in den Zellkern ermoglicht. Dort kodiert NF-kB fiir pro-inflammatorische Gene.
Wir postulierten, dass DMF diese Translokation von NF-kB verhindert und das gemessene
nukleare p65 unter DMF-Behandlung reduziert ist. Es stellte sich heraus, dass DMF allein den
nukledren Anteil von p65 nicht signifikant erhdhte, wohingegen LPS zu einer signifikanten
Steigerung des gemessenen p65 im Zellkern fuhrte. Durch Zugabe von DMF konnte die LPS-
induzierte Steigerung jedoch wieder signifikant reduziert werden. Eine Studie, die sich mit dem
NF-kB-Signalweg bei Brustkrebs auseinandergesetzt hat, hat den Wirkmechanismus von DMF
mit einer kovalenten Bindung an p65 erklart, was die Translokation blockiert (Kastrati et al.,
2016). Mittlerweile weil3 man auch, dass auf Transkriptionsebene DMF zu einer Reduktion der
NF-kB p65 Genexpression fuhrt (Li et al., 2020).
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Nachdem der hemmende Effekt von DMF auf die pro-inflammatorische Genexpression
deutlich wurde, konnte beobachtet werden, dass auch anti-inflammatorische und anti-oxidative
Gene signifikant starker exprimiert werden, wenn die Zellen mit DMF oder LPS und DMF
behandelt wurden. Das war bei den Genen CAT1, HMOX1 und NQO1 zu beobachten. LPS
allein beeinflusste die Expression dieser Gene nicht wesentlich. Das verdeutlicht die
entzindungshemmende Wirkung von DMF, die Uber eine rein anti-inflammatorische Wirkung
hinausgeht. Denn diese Gene kodieren fir Enzyme, die eine wichtige Rolle fir das oxidative
Gleichgewicht spielen. Cat1 ist wichtig fur die Neutralisierung von Wasserstoffperoxid, welches
zu den reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) gehért. HMOX1 ist von zentraler Bedeutung bei der
Degradation von Ham, einem potenten ROS-Aktivator. Seine Abbauprodukte Bilirubin und
Biliverdin, sowie Kohlenmonoxid wirken ebenfalls antioxidativ (Jansen & Daiber, 2012; Tadros
& Sabanegh, 2019). NQO1 hilft bei der Zellentgiftung und schitzt ebenfalls vor oxidativem
Stress, indem es freie Radikale unschadlich macht und anti-inflammatorische Signalwege
beeinflusst. Dazu gehort unter anderem der NRF2-KEAP1-ARE-NQO1-Signalweg, wodurch
auch andere antioxidative und anti-inflammatorische Gene wie HMOX1 und die Glutathion-S-
Transferase (GST) aktiviert werden (Yuhan et al., 2024). Interessanterweise konnten wir nach
6 h Inkubation keinen positiven Effekt auf die Gene NRF2 und SOD2 feststellen. NRF2 ist ein
Transkriptionsfaktor, der eine entscheidende Funktion in der Regulierung der
Entziindungsreaktion und der Redox-Homdostase hat (Cuadrado et al., 2019). Weiter sind die
NRF2-Zielgene involviert in der Glutathionsynthese, Zellentgiftung, Autophagie,
Eisentransport und -speicherung, sowie im Lipid- und Kohlenhydratstoffwechsel (W.-T. Chen
& Dodson, 2023). Dadurch wird die Tragweite dieses Transkriptionsfaktors fur die Balance von
Entzindung und Immunabwehr im Organismus deutlich und umso erstaunlicher ist die
fehlende positive Wirkung von DMF in diesem Versuchsabschnitt. Als méglichen Grund lasst
sich hier die geringe Inkubationszeit von 6 h anfiihren. Es ware denkbar, dass erst nach 12
oder 24 h ein signifikanter Unterschied messbar wiirde, da den Anderungen in der
Genexpression komplexe Mechanismen zu Grunde liegen. LPS allein |6ste sowohl bei NRF2
als auch bei SOD2 einen Anstieg der Expression aus. Manai et al. haben 2022 in einer Studie
herausgefunden, dass nach 6 h Inkubationszeit zwar die Proteinlevel von NRF2 im Western
Blot signifikant erhéht waren, die Expression aber unverandert blieb. Die Autoren gehen davon
aus, dass DMF einer Degradierung von NRF2 entgegenwirkt und dass dieser Effekt sich
schneller bemerkbar macht, als eine Veranderung auf Transkriptionsebene (Manai et al., 2022).
Zu erwahnen ist an dieser Stelle, dass Manai et al., 2022 humane retinale Epithelzellen (RPE-
Zellen) und keine Mikrogliazellen untersucht hat. Allerdings sind beide Zelltypen als Teile des

ZNS an der Immunantwort und Aufrechterhaltung der Homdostase beteiligt.
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5.2. Effekt von DMF auf wichtige Schlusselfunktionen von Mikroglia

Um die Untersuchungen zu den potenziellen therapeutischen Moglichkeiten von DMF
auszuweiten, haben wir uns mit zentralen Funktionen der Mikrogliazellen auseinandergesetzt,
der Migration und der Phagozytose. Diese Aufgaben sind Teil einer adaquaten Immunantwort,
wobei eine ungedampfte Reaktion auch Gewebe schadigen kann. Der Untergang von Gewebe
und Nervenzellen ist kennzeichnend fir neurodegenerative Erkrankungen, so auch fir die
AMD. Migration setzt eine variable Gestalt der Zellen voraus, was die Wanderung durch das
Gewebe bzw. durch die Schichten der Retina ermdglicht. Kommt es zu einem ausreichenden
Stimulus durch LPS, so zieht die Zelle ihre Filopodien ein und geht in einen Modus der
amoboiden Fortbewegung. Deshalb wurde die Morphologie zu Beginn dieses
Versuchsabschnittes evaluiert. Dabei hat sich gezeigt, dass LPS den Ramification-Index
(Verzweigungsindex) signifikant reduziert, wohingegen DMF keine signifikante Veranderung
zur Kontrollgruppe bewirkte. Behandelte man die Zellen mit LPS und DMF, so konnte man eine
signifikante Steigerung des Ramification-Index im Vergleich zur LPS-Gruppe messen.
Gleiches fand man in den Messungen zur Flache und zum Umriss der Mikrogliazellen. Die
Ergebnisse legen nahe, dass DMF dabei helfen kann, die Ursprungsform der Zellen im
Ruhezustand wiederherzustellen. Eine Studie aus 2018 bestatigt, dass 100 uM DMF einer
LPS induzierten Formveranderung entgegenwirkt (Paraiso et al., 2018). Unsere
Untersuchungen zum Migrationsverhalten von Mikrogliazellen zeigten einen signifikanten
LPS-bedingten Anstieg. AuRerdem senkte DMF die Migrationsaktivitat signifikant auf das
Ausgangsniveau herab. Chen et al. beschrieben 2014, dass DMF die Transmigration von
Makrophagen in das Rickenmark reduzierte, was typischerweise Bestandteil eines MS-
Krankheitsverlaufs ist (H. Chen et al., 2014). Vor wenigen Jahren konnte eine weitere Studie
belegen, dass DMF die Migration von diversen Abwehrzellen einschrankt (Najjar et al., 2020).
Weitere Untersuchungen brachten die Erkenntnis, dass DMF ebenfalls das Phagozytose-
Verhalten von Mikrogliazellen signifikant dampft. Das hat einen entscheidenden Einfluss auf
die Pathogenese  neurodegenerativer  Erkrankungen und unterstreicht  die
entzindungshemmende Eigenschaft von DMF. In der Literatur findet man sowohl Ergebnisse,
die DMF mit einer Verringerung der Phagozytose-Aktivitat in Verbindung bringen (Pagani et
al., 2020), als auch welche, die DMF als Phagozytose fordernd beschreiben (Lee et al., 2021b).
Eine weitere Studie beschreibt keinen signifikanten Einfluss von DMF auf primare Mikroglia
(Kronenberg et al., 2019). Ob das als positiv oder negativ zu bewerten ist, hangt davon ab,
welches Verhalten von Mikrogliazellen und anderen Abwehrzellen erwiinscht ist. In einem
akuten oder subakuten Prozess beispielsweise durch ein Trauma ist es von grof3er Wichtigkeit,
dass Immunzellen schnell auf das Geschehen reagieren. Dass sie ziigig zum Ort der Lasion
wandern, dort pathogene Mikroorganismen und Zell- und Gewebetrimmer beseitigen. In

einem chronischen neurodegenerativen Prozess wie der AMD oder der MS sind es die
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langanhaltenden UberschieRenden Reaktionen der Mikroglia, die neurotoxische und
entzindungsférdernde Stoffe freisetzen und den Krankheitsverlauf erschweren kénnen (Liu &

Pope, 2004). Darum ist es von herausragender Bedeutung diese Immunantwort zu modulieren.

5.3. Bedeutung fur die Fotorezeptoren

Die vorliegenden Ergebnisse haben uns auf den Schwerpunkt dieser Arbeit gelenkt: die
potenzielle Neuroprotektion durch Immunmodulation. Trotz vielversprechender Hinweise aus
den vorangegangenen Versuchen war es notwendig, Fotorezeptoren genauer zu untersuchen,
um die Forschungsfrage abschliel3end beantworten zu kénnen. Apoptose von Fotorezeptoren
wird unter anderem durch Caspasen vermittelt, einer Familie von Endoproteasen. Sie lassen
sich grob in zwei Gruppen einteilen: in entziindungsregulierende Caspasen und in Caspasen,
die fur die Apoptose eine wichtige Rolle spielen (Mcllwain et al., 2013). Zur letzteren gehort
die Caspase-3, die in diesem letzten Versuchsabschnitt analysiert wurde. Dabei wurden
661W-Photorezeptoren mit konditionierten BV-2-Uberstanden behandelt. Die Ergebnisse
sagen aus, dass DMF die gesteigerte LPS-induzierte Caspase-Aktivitat wieder signifikant
herabsenkt, wobei eine Behandlung nur mit DMF keine signifikante Veranderung hervorruft.
Das bestatigt die Hypothese, dass DMF Fotorezeptoren schitzt. Hier muss man aber von
einem indirekten Einfluss sprechen, weil der Effekt auf die Fotorezeptoren durch eine
Modulierung der Mikroglia bzw. deren Sekretionsverhalten zustande kommt. Es gilt zu
erwahnen, dass das in den Uberstanden enthaltene LPS und DMF auch einen direkten
Einfluss auf die Fotorezeptoren haben konnte. Eine andere Arbeit, die sich ebenfalls mit der
Neuroprotektion von DMF beschaftigt hat, zeigte, dass 100 yM DMF einen positiven Einfluss
auf das Apoptose-Verhalten von hippocampalen Neuronen hat (Paraiso et al., 2018). Eine
weitere Studie beschreibt, dass DMF auch die Sterblichkeit von Tumorzellen reguliert. Dabei
wird durch DMF aber gezielt Apoptose induziert, um einem Wachstum des Tumors
entgegenzuwirken (Nicolay et al., 2016). Das unterstreicht den Stellenwert der

Immunmodulation und die vielfaltigen Einsatzméglichkeiten von DMF.
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