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1. EINLEITUNG 

1.1. Amyotrophe Lateralsklerose 

Bei der Amyotrophen Lateralsklerose (ALS) handelt es sich um eine rasch 

fortschreitende neurodegenerative Erkrankung, die mit einer Inzidenz von etwa 2-

3/100.000 in der europäischen Bevölkerung auftritt (Chio et al., 2009; Logroscino et 

al., 2010). Sie ist die häufigste aller unter dem Begriff der Motoneuronerkrankungen 

subsummierten Erkrankungen. Die ALS tritt bei Männern mit einer Verteilung von 

1,3:1 etwas häufiger als bei Frauen auf und hat einen Gipfel an Neuerkrankten 

zwischen dem 65. und 74. Lebensjahr (Chio et al., 2009; Logroscino et al., 2010). 

Zum jetzigen Zeitpunkt erfolgt die Diagnosestellung anhand genetischer oder 

klinischer Tests, wobei noch kein Biomarker etabliert ist, über den die ALS 

diagnostiziert werden kann (Brooks et al., 2000). Symptomatisch lassen sich 

Muskelkrämpfe, Faszikulationen, Spastiken und bulbäre bzw. spinale Paresen 

beobachten, die sich in Sprech- und Schluckstörungen oder motorischen 

Beeinträchtigungen an Extremitäten und Rumpf im Sinne einer meist asymmetrisch 

beginnenden Atrophie oder Schwächesymptomatik äußern (Kiernan et al., 2011). 

Bei Fortschreiten der ALS verschlechtern sich die Paresen progredient bis hin zur 

körperlichen Invalidität und Mitbeteiligung des Zwerchfells mit Manifestation einer 

respiratorischen Insuffizienz im Endstadium der Erkrankung. Nach Symptombeginn 

kommt es regelhaft innerhalb von drei bis fünf Jahren zum Tod (Robberecht und 

Philips, 2013; Talbot, 2009). 

Die beschriebenen Symptome werden durch den Untergang des ersten und zweiten 

Motoneurons im ZNS hervorgerufen, in denen mikroskopisch charakteristische 

Veränderungen auftreten. Vergleichbar mit anderen neurodegenerativen 

Erkrankungen wie Morbus Parkinson oder Morbus Alzheimer sind bei der ALS 

intraneuronale zytoplasmatische Aggregatbildungen durch verschiedene 

Makromoleküle zu beobachten und es treten axonale Schwellungen als Zeichen 

einer neuronalen Degenerationen auf (Bruijn et al., 1998; Deng et al., 2010; 

Neumann et al., 2006; Okamoto et al., 1990). In etwa 5-10% der Fälle im Menschen 

findet sich eine hereditäre Disposition für das Auftreten der ALS (Leigh et al., 2003; 

Sreedharan und Brown, 2013), die dann als familiäre ALS (fALS) bezeichnet wird. 

Hierbei finden sich unter anderem Mutationen in Genen wie SOD1 

(Superoxiddismutase 1), TDP-43 (Transaktives Response-DNA-bindendes Protein 
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43 kDa), Fus (Fused in Sarcoma) und dem erst kürzlich entdeckten und am 

häufigsten betroffenen Gen C9orf72 (Chromosom 9 open reading frame 72) 

(Brettschneider et al., 2013; Kwiatkowski et al., 2009; Mackenzie et al., 2007; 

Renton et al., 2011; Rosen, 1993). Über verschiedene Tiermodelle stehen 

Möglichkeiten zur pathogenetischen Untersuchung der ALS zur Verfügung, wobei 

die transgene highcopy-SOD1-Mausmutante mSOD1(G93A) das älteste ALS-

Tiermodell darstellt. Bei diesem Modell wird das an der 93. Basenposition mutierte 

humane SOD1-Gen unter der Kontrolle des humanen SOD1-Promotors in Mäusen 

mit 20-24 Kopien überexprimiert (McGoldrick et al., 2013). Ein Vorteil neben seines 

langjährig etablierten Status besteht darin, dass die highcopy-SOD1-Mausmutante 

mSOD1(G93A) im Vergleich zu vielen anderen ALS-Tiermodellen den humanen 

ALS-Phänotyp krankheitsgetreu nachahmt (Dal Canto und Gurney, 1994; Gurney, 

1994).  

Weshalb die unterschiedlichen Mutationen im Detail ursächlich für das Auftreten der 

ALS sind, ist bisher weitestgehend unbekannt. Mutationen im SOD1-Gen treten 

beim Menschen mit einer Häufigkeit von 15-20% bei der fALS auf und werden über 

einen autosomal-dominanten Vererbungsmechanismus an die kommende 

Generation weitergegeben (Talbot, 2009). Bei der Veränderung im SOD1-Gen als 

die erste beschriebene Ursache für die Entstehung einer ALS kommt es meist über 

Missense-Mutationen in der Mehrzahl der Fälle zu einem Funktionszugewinn (gain-

of-function) des Enzyms Cu/Zn-Superoxiddismutase 1, was dessen Funktion des 

Abbaus von radikalen Sauerstoffspezies (ROS) verändert (Al-Chalabi et al., 2012; 

Andersen et al., 1995; Beckman et al., 2001). Unter physiologischen Bedingungen 

schützt die Aktivität der Cu/Zn-Superoxiddismutase 1 die Zelle über den Abbau von 

Superoxidradikalen (O2
-) zu molekularem Sauerstoff und Wasserstoffperoxid (H2O2) 

vor Schädigung durch oxidativen Stress (Tainer et al., 1982). Paradoxerweise 

entwickelt das Protein über seine mutationsbedingte Fehlfaltung trotz des 

Funktionszugewinns aber eine toxische Wirkung, die sich bei der ALS in der 

Entstehung und nicht wie erwartet der Reduktion von oxidativem Stress äußert (Dal 

Canto und Gurney, 1994). Die Ergebnisse von Andersen et al. (1995) legen nahe, 

dass dies weniger der veränderten enzymatischen Aktivität von SOD1, sondern 

eher der Interaktion von SOD1 mit anderen Zellbestandteilen geschuldet ist. Dass 

oxidativer Stress und ALS Hand in Hand gehen, zeigt sich zum Beispiel daran, dass 

im Liquor von ALS-Patienten Biomarker für oxidativen Stress erhöht sind, sodass 
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man davon ausgeht, dass diese Anhäufung von radikalen Sauerstoffspezies am 

Motoneuronuntergang bei der ALS zentral mitbeteiligt ist (Smith et al., 1998). Für 

die Frage, wie diese Vorgänge ALS auslösen, gibt es verschiedene 

Erklärungsansätze. Unter anderem führen Mutationen im SOD1-Gen eine 

Axonopathie und eine mitochondriale Dysfunktion in Motoneuronen herbei (Estevez 

et al., 1999; Sasaki et al., 2004). Außerdem tritt eine Induktion von Apoptose und 

Mikrogliaaktivierung auf (Pasinelli et al., 1998; Rotunno et al., 2014). 

Pharmakotherapeutisch steht aktuell nur Riluzol, eine Substanz zur Hemmung der 

Glutamatfreisetzung aus Astrozyten, zur Verfügung, die das Fortschreiten der 

Erkrankung signifikant um etwa drei Monate hinauszögert (Bensimon et al., 1994; 

Lacomblez et al., 1996; Leigh et al., 2003). Abgesehen von Riluzol kann die ALS 

trotz Testung multipler medikamentöser Ansätze zum jetzigen Zeitpunkt im 

Menschen nur symptomatisch behandelt werden. Es ist daher dringend nötig, neue 

pharmakologische Therapeutika zur Behandlung der ALS zu untersuchen. 

 

1.2. Rolle der Gliazellen bei der ALS 

Die Pathophysiologie der ALS besteht in erster Linie in einer Schädigung der 

Motoneurone im ZNS. Diese äußert sich unter anderem in einer Synapsenretraktion 

der Motoneurone von ihrer neuromuskulären Endplatte, lange bevor die ersten 

Symptome einer ALS auftreten (Pun et al., 2006). Begleitend dazu entstehen 

intramotoneuronale Vakuolen durch Schädigung der Mitochondrien und Zeichen 

der axonalen Degeneration (Higgins et al., 2003; Pun et al., 2006; Wiedemann et 

al., 2002). Interessanterweise treten bei Mäusen, die das mutierte SOD1 selektiv in 

Motoneuronen exprimieren, per se keine Anzeichen für Neurodegeneration und 

Motoneuronuntergang auf (Lino et al., 2002; Yamanaka et al., 2008). Dies macht 

eine alleinige Beteiligung von Motoneuronen bei der ALS-Pathogenese eher 

unwahrscheinlich. 

Tatsächlich finden sich in ALS-Patienten und -Tiermodellen Anzeichen dafür, dass 

Gliazellen funktionell beeinträchtigt sind, was eine gestörte Aufrechterhaltung des 

interneuronalen Mikromilieus nach sich zieht. Dass Gliazellen zumindest strukturell 

während der Erkrankung eine Veränderung durchmachen, entdeckten Bruijn et al. 

bereits 1998, als sie in Astrozyten Aggregatbildungen nachwiesen, die sich als 

SOD1-Ablagerungen herausstellten. Mittlerweile ist auch bekannt, dass 

wildtypische Motoneurone in einer Umgebung von Astrozyten, die das mutierte 
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SOD1 exprimieren, trotz fehlender eigener Pathologie zugrunde gehen (Nagai et 

al., 2007). Ob die SOD1-Aggregate in Astrozyten primär für die Schädigung in 

Motoneuronen verantwortlich sind oder nur als Kollateraleffekt zum 

Motoneuronuntergang auftreten, ist weiterhin umstritten. Fakt ist allerdings, dass es 

im Verlauf des Krankheitsprogresses durch Astrozytenproliferation mit erhöhter 

Expression des Astrozytenmarkers GFAP (saures Gliafaserprotein) zu einer 

reaktiven Astrogliose kommt (Ekegren et al., 2006). Auch Mikroglia nehmen bei der 

ALS eine relevante beeinflussende Rolle ein, indem sie in einen 

proinflammatorischen Aktivierungszustand übergehen (Hall et al., 1998; Turner et 

al., 2004), wobei sie anstatt einer krankheitsverursachenden eher eine den 

Fortschritt begünstigende Position innehaben (Boillee et al., 2006; Lobsiger und 

Cleveland, 2007). Gegensätzlich dazu gelingt es Wildtypgliazellen, die 

Überlebenswahrscheinlichkeit von Motoneuronen mit einer SOD1-Mutation 

signifikant zu steigern (Clement et al., 2003; Di Giorgio et al., 2007). 

Zusammengefasst scheinen Motoneuronerkrankungen damit essentiell durch 

Gliazellen mitbedingt zu sein. 

Neben Astrozyten und Mikroglia konnte nun auch für Oligodendrozyten ein 

verändertes Verhalten bei der ALS beobachtet werden: Kennzeichnend sind 

Myelinveränderungen, ein dysmorphes Zellerscheinungsbild und eine 

wahrscheinlich kompensatorisch gesteigerte Proliferations- und 

Differenzierungsrate von Oligodendrozytenvorläuferzellen (OPCs), die bereits im 

symptomfreien Intervall beginnen, allerdings paradoxerweise keine Änderung der 

absoluten Oligodendrozytenzahl hervorbringen (Kang et al., 2010; Kang et al., 2013; 

Magnus et al., 2008; Niebroj-Dobosz et al., 2007; Nonneman et al., 2014). Die 

Erkenntnis, dass sich die Anzahl an Oligodendrozyten im Rückenmark von SOD1-

Mäusen bis ins Endstadium der ALS halbiert und Caspase 3 als Apoptosemarker 

hochreguliert wird, untermauert die Hypothese des augenscheinlichen Zelltodes 

von Oligodendrozyten bei der ALS (Kang et al., 2013; Philips et al., 2013). Auch in 

Oligodendrozyten von Patientenpräparaten lassen sich Proteinaggregate als 

typisches ALS-Merkmal in Form von TDP-43 nachweisen (Brettschneider et al., 

2013). In der Zusammenschau sind dies überzeugende Argumente dafür, der Rolle 

der Oligodendrozyten bei der ALS weiter nachzugehen. 
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1.3. Oligodendrozyten und ihre Vorläufer 

Oligodendrozyten sind die myelinbildenden Zellen des ZNS und als solche in enger 

Vernetzung mit Neuronen. Über eine hochkomplexe Interaktion erhalten sich 

Oligodendrozyten und Axone wechselseitig am Leben (Doyle und Colman, 1993; 

Lappe-Siefke et al., 2003): der Oligodendrozyt sorgt für funktionale Integrität und 

gerichteten axonalen Transport, das Axon liefert über elektrische und metabolische 

Aktivität für die Gliazellen überlebenswichtige und myelinisierungsfördernde Signale 

(Barres und Raff, 1993; Demerens et al., 1996; Edgar et al., 2004; Griffiths et al., 

1998; Kassmann et al., 2007; Mason et al., 2001; Ziskin et al., 2007). Über den 

Transfer von energetisch reichhaltigen Substanzen wie Laktat aus dem eigenen 

Stoffwechsel wirken Oligodendrozyten zudem an der Ernährung von Neuronen mit: 

einem Transportsystem, das unter dem Namen des Oligodendrozyten-Neuronen-

Laktatshuttles bekannt ist (Funfschilling et al., 2012). 

Die lebensgeschichtliche Entwicklung eines Oligodendrozyten beginnt als 

Vorläuferzelle (OPC) und erstreckt sich über den Status des unreifen 

Oligodendrozyten bis zur reifen, myelinbildenden, sessilen Form (Nishiyama, 2007). 

Anhand verschiedener Oberflächenantigene kann eine Unterscheidung zwischen 

den Entwicklungsstadien erfolgen. Die OPCs exprimieren auf ihrer Oberfläche NG2 

(neurales/gliales Antigen 2) und PDGF-α (Thrombozytenwachstumsfaktor α), die 

sich während ihrer Entwicklung zurückbilden und durch MAG (Myelinassoziiertes 

Glykoprotein) in unreifen Oligodendrozyten und schließlich MBP (basisches 

Myelinprotein) in reifen Oligodendrozyten ersetzt werden (Fancy et al., 2011; Kang 

et al., 2010; Levine et al., 2001; O'Meara et al., 2011). Neben der Untersuchung von 

OPCs im Speziellen wurden in dieser Arbeit auch Experimente an der Zelllinie OLN-

93 durchgeführt, die bedingt durch die Expression der Oberflächenmarker MAG und 

einer frühen Form von MBP als unreife Oligodendrozyten eingestuft werden 

(Richter-Landsberg und Heinrich, 1996). Jede der Entwicklungsstadien besitzt 

typische morphologische und funktionell bedingte Eigenschaften: Neben ihrer Rolle 

als noch zur Mitose befähigte Stammzellen für den Oligodendrozytenpool, auf den 

zum Beispiel in Folge von demyelinisierender oder traumatischer Schädigung rasch 

zurückgegriffen werden muss, ist die Aufgabe der OPCs bisher weitestgehend 

unbekannt (Etxeberria et al., 2010; Kondo und Raff, 2000; Levine, 1994). Da OPC-

Ausläufer nachweislich an die Internodien von Neuronen heranreichen, wird 

vermutet, dass sie sich auch an der Beeinflussung neuronaler Aktivität mitbeteiligen 
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(Butt et al., 1999). Im Hinblick auf die ALS-Pathologie konnte kürzlich gezeigt 

werden, dass durch Entfernung von mutiertem SOD1 aus OPCs der 

Krankheitsbeginn signifikant hinausgezögert und die Überlebenswahrscheinlichkeit 

gesteigert werden kann (Kang et al., 2013). Durch eine noch mangelhaft 

ausgebildete Myelinscheidenbildung sind OPCs zur Migration durch das ZNS in der 

Lage (Levison et al., 1999; Niehaus et al., 1999): eine Eigenschaft die während des 

Differenzierungsvorgangs zur reifen Oligodendrozytenform verloren geht (Barateiro 

und Fernandes, 2014). OPCs und immature Oligodendrozyten sind im Vergleich zu 

reifen Oligodendrozyten durch ihre bevorstehende Ausdifferenzierung mit Beginn 

der Myelinsynthese und ihre hohen energetischen Ansprüche in Form von ATP auf 

einen oxidativen Stoffwechsel angewiesen (Funfschilling et al., 2012; Yan und 

Rivkees, 2006; Zuppinger et al., 1981). Reife Oligodendrozyten können ihr 

Überleben hingegen auch über Glykolyse sichern und können durch geringere 

Energieanforderungen wegen ihres bereits ausgereiften Haushalts aktiv am oben 

beschriebenen Laktatshuttle mitwirken (Funfschilling et al., 2012). 

 

1.4. Fumarsäureester/FAE 

Bei der ALS gibt es bisher therapeutisch keine kurativen Ansätze, sondern nur die 

Möglichkeit der Riluzolgabe, die um drei Monate lebensverlängernd wirkt 

(Bensimon et al., 1994). In jüngerer Zeit konnte in einer kontrollierten, 

randomisierten Studie ein zentralnervöser, neuroprotektiver Einfluss des 

Medikaments BG-12 auf den Krankheitsverlauf und die Rückfallrate bei Patienten 

mit Multipler Sklerose (MS) gezeigt werden (Fox et al., 2012; Gold et al., 2012; 

Kappos et al., 2008). BG-12 enthält Dimethylfumarat (DMF) als aktiven Wirkstoff 

und erhielt 2013 unter dem Namen Tecfidera® die Zulassung für die MS-Therapie 

(Venci und Gandhi, 2013).  

Dimethylfumarat gehört zur Arzneimittelgruppe der Fumarsäureester (FAE), 

worunter verschiedene Derivate zusammengefasst werden: neben DMF sollen hier 

im Besonderen Diethylfumarat (DEF) und Monomethylfumarat (MMF) erwähnt 

werden. Nach oraler Verabreichung passiert DMF unverändert den Magen und wird 

größtenteils im Dünndarm pH-abhängig zum potenten MMF hydrolysiert, welches 

als bioaktives Intermediat in die Blutbahn aufgenommen wird (Litjens et al., 2004b; 

Werdenberg et al., 2003). Im Blut kann DMF nicht mehr detektiert werden (Litjens 

et al., 2004a). Monomethylfumarat gelangt in den Intrazellularraum und wird dort 
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über Esterasen zu Fumarat metabolisiert, welches in der Folge in den Zitratzyklus 

eingeschleust wird und als Mediator verschiedener Signalwege wirken kann (Litjens 

et al., 2004b; Venci und Gandhi, 2013). Fumarat selbst ist ein Zwischenprodukt des 

Zitratzykluses und wird damit auch endogen im Körper erzeugt. In seiner 

unveränderten Form ist Fumarat nicht in der Lage, direkt aus dem Darm resorbiert 

zu werden oder Zellmembranen zu passieren, um in den Intrazellularraum für die 

Entfaltung einer systemischen Wirkung zu gelangen (Altmeyer et al., 1994; 

Bomprezzi, 2015). Erst über besagte Veresterungen ist der Eintritt ins Zellinnere 

und damit die aktive Teilnahme am zellulären Stoffwechsel möglich.  

Wie Fumarat seine Wirkung im Detail entfaltet, ist im Augenblick noch 

weitestgehend unbekannt. Dimethylfumarat wird seit mehreren Jahrzehnten als 

Hauptinhaltsstoff von Fumaderm® erfolgreich bei der Behandlung der Psoriasis 

verabreicht, da es zum Beispiel über die Beeinflussung der antigenpräsentierenden 

Zellen und der T-Zellantwort eine immunmodulatorische Wirkung besitzt (Altmeyer 

et al., 1994; de Jong et al., 1996; Linker et al., 2008; Peng et al., 2012; Schilling et 

al., 2006). Diese veränderte Immunantwort wird unter anderem durch die Hemmung 

des Nukleären Faktors κB (NF-κB) erklärt (Peng et al., 2012). Dieser Signalweg wird 

in dieser Arbeit jedoch nicht weiter untersucht werden. Der zentrale 

Wirkungsmechanismus, den man sich bei der MS-Therapie zunutze macht und der 

auch hier näher betrachtet werden soll, besteht in der Induktion des 

Transkriptionsfaktors Nrf2 (Nukleärer Faktor (erythroid-derived 2)-like 2), welcher 

an der Reduktion von zytotoxischem oxidativen Stress mitwirkt und damit eine 

Neuroprotektion zur Folge hat (Albrecht et al., 2012; Linker et al., 2011). Der dritte 

wichtige und in dieser Arbeit im Speziellen untersuchte Signalweg besteht in der 

Hemmung der PHD (Prolylhydroxylase domain-containing protein)-Enzymgruppe, 

die auch durch Hypoxie negativ beeinflusst wird (Koivunen et al., 2007). Es kommt 

dadurch im Verlauf zu einer Stabilisierung des Hypoxie-induzierten Faktor 1α (HIF-

1α), welcher als Regulator des Sauerstoffmetabolismus und der Glykolyse eine 

zentrale Rolle in der Zellhomöostase spielt. 

Die dienlichen Effekte vor allem der letzten beiden beschriebenen Signalwege 

sowie der Vorteil des langjährig pharmakologisch etablierten Status von 

Fumaderm® bringen DMF in die Diskussion zur Behandlung anderer 

neurodegenerativer Erkrankungen wie zum Beispiel der ALS. 
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1.5. Nrf2-Signalkaskade 

Neuroprotektion als Zieleffekt bei neurodegenerativen Erkrankungen wird schon 

seit Jahren angestrebt, aber durch die wenigsten der bisher bekannten 

pharmakologischen Ansätze erzielt. Erfreulicherweise konnte mit der Zulassung von 

BG-12 eine Möglichkeit gefunden werden, eben jenes Ziel zu erreichen. Der 

entscheidende Mechanismus scheint dabei die Induktion eines bestimmten 

Transkriptionsfaktors zu sein, der sich Nrf2 (Nukleärer Faktor (erythroid-derived 2)-

like 2) nennt (Burness und Deeks, 2014). Nrf2 übt intrazellulär die verschiedensten 

Funktionen aus: erstens bewirkt Nrf2 in multiplen Geweben als Reaktion auf 

variable Noxen, wie z.B. radikale Sauerstoffspezies (ROS), Karzinogene oder 

Entzündungsvorgänge eine Antistressreaktion beispielsweise in Form einer 

Induktion von Hitzeschockproteinen (Lee et al., 2005); zweitens werden zur 

körpereigenen Entgiftung via Nrf2 Phase-II-Enzyme der Biotransformation wie z.B. 

Glutathion überexprimiert (Wierinckx et al., 2005); drittens finden sich Hinweise auf 

antiinflammatorische Geschehen nach Nrf2-Induktion (Lin et al., 2011); außerdem 

kommt Nrf2 eine essentielle Bedeutung bei der oxidativen Stressreduktion zu, 

welche maßgeblich die besagte Neuroprotektion mitbedingt (Ellrichmann et al., 

2011; Linker et al., 2011); nicht zuletzt wird Nrf2 ein Beitrag zum Erhalt der 

Myelinscheiden im ZNS zuteil (Hubbs et al., 2007). 

MMF spielt bei der Induktion von Nrf2 eine entscheidende Rolle, da es ebenso wie 

die oben beschriebenen Stressoren dessen Bindung an seinen Inhibitor und 

Degradationsfaktor KEAP1 (Kelch-like ECH-assoziiertes Protein 1) löst und dem 

Transkriptionsfaktor damit die Translokation in den Nukleus und die Ausübung 

seiner Aufgaben am Genom über die Bindung an antioxidative Responseelemente 

(ARE) in der Promotorregion von verschiedenen antioxidativen und entgiftenden 

Genen ermöglicht (Itoh et al., 1997; Itoh et al., 1999; Linker et al., 2011; Venugopal 

und Jaiswal, 1996). Interessanterweise ist diese Induktion im ZNS vor allem in 

Gliazellen vorzufinden, während die Expression von Nrf2 in Neuronen 

vergleichsweise gering ausfällt (Kraft et al., 2004; Linker et al., 2011). 

Ausschlaggebend für die weitere Wirkung ist die darauffolgende Überexpression 

von Nrf2-Zielgenen wie beispielweise der Hämoxygenase 1 (HO-1) und der 

NAD(P)H-Quinone-Oxidoreduktase-1 (NQO1) (Chen et al., 2006; 

Dhakshinamoorthy und Jaiswal, 2000). 
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HO-1 gehört zur Gruppe der Hitzeschockproteine und reagiert sensitiv auf 

Sauerstoffradikale (Ghoreschi et al., 2011; Keyse und Tyrrell, 1989). Eine wichtige 

Aufgabe, die von HO-1 erfüllt wird und die vor allem dann deutlich wird, wenn Zellen 

ein Defizit in der HO-1-Synthese aufweisen, ist der Abbau dieser Radikale (Poss 

und Tonegawa, 1997). NQO1 spielt als Phase-II-Enzym bei der Biotransformation 

von metabolischen Abfallstoffen wie z.B. dem Radikalbildner Quinon eine zentrale 

Rolle und ist darüber hinaus in der Signalkaskade zur Induktion von Glutathion, dem 

effektivsten körpereigenen Antioxidans, zwischengeschaltet (Albrecht et al., 2012). 

Die Mehrsynthese von Glutathion nach FAE-Stimulation kommt den umgebenden 

Neuronen sekundär zugute, da deren Mikromilieu damit von ROS bereinigt wird und 

sie resistenter gegenüber oxidativer Schädigung werden (Satoh et al., 2009). 

In Hinblick auf die ALS konnten in spezifischen Mausmodellen durch eine 

Stimulation des Nrf2-Signalwegs prognoseverbessernde Effekte erreicht werden 

(Neymotin et al., 2011; Vargas et al., 2008).  

 

1.6. HIF-1α-Signalkaskade 

Hypoxie stellt für Körperzellen einen lebensbedrohlichen Zustand dar, den es 

dringlichst zu kompensieren gilt. Zu diesem Ziel haben sich körpereigene 

Mechanismen entwickelt, die dem entgegensteuern können. Einer davon ist die 

Akkumulation des Hypoxie-induzierten Faktors 1 (HIF-1), einem Makromolekül, das 

sich aus dem induzierbaren und 120 kDa schweren Teil HIF-1α und dem konstitutiv 

vorhandenen Gegenstück HIF-1β zusammensetzt und darüber einen 

Transkriptionskomplex bildet (Jewell et al., 2001; Semenza und Wang, 1992; Wang 

und Semenza, 1995). Unter Normoxie wird HIF-1α über eine Enzymgruppe, die sich 

PHD-Enzymgruppe nennt, durch Hydroxylierungsschritte mit rascher 

Geschwindigkeit der Degradation über Ubiquitinylierung zugeführt (Jewell et al., 

2001; Masson et al., 2001). Hypoxie bewirkt die Inhibition dieser PHD-Enzymgruppe 

(Bruick und McKnight, 2001; Epstein et al., 2001). Dadurch kann HIF-1α 

akkumulieren und mit HIF-1β aggregieren, was dem Komplex die Möglichkeit 

eröffnet, über die Bindung an HRE (Hypoxie-responsive Elemente) in 

Promotorregionen verschiedener Zielgene seine transkriptionelle Aktivität 

auszuüben (Jewell et al., 2001; Semenza und Wang, 1992). Damit werden Zielgene 

induziert, die zum Zweck der Kompensation die Sauerstoffversorgung der Gewebe 

optimieren und damit die Zellhomöostase wiederherstellen: so wird beispielsweise 
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die vaskuläre Versorgung verbessert und der Stoffwechsel auf die im Vergleich zur 

Atmungskette weniger sauerstoffbedürftige Glykolyse zur Energiedeckung 

umgestellt (Seagroves et al., 2001; Semenza, 2011; Stroka et al., 2001). Dafür sind 

unter anderem Zielgene wie der Glukosetransporter Glut-1, der Wachstumsfaktor 

VEGF (vaskulärer endothelialer Wachstumsfaktor), die Laktatdehydrogenase A 

(Ldha) und die Pyruvatdehydrogenase A (PDHA) verantwortlich (Nazarewicz et al., 

2013; Semenza, 2003). 

Glut-1 ist ein Glukosetransporter und ein direktes Zielgen, das mittels HIF-1α 

überexprimiert werden kann (Behrooz und Ismail-Beigi, 1997; Simpson et al., 2007). 

Über ihn gelangt Glukose in den Intrazellularraum, wo zügig eine Einschleusung in 

die Glykolyse erfolgt (Semenza, 2010). Da die Transportkapazität von Glut-1 limitiert 

ist, erfolgt als Antwort auf Sauerstoffmangelsituationen eine Steigerung der 

Transporterdichte, die unter anderem durch eine erhöhte Transkription erfolgt. Als 

Folge der gesteigerten Transporterdichte sind eine gesteigerte Glukoseaufnahme 

und eine glykolytische Energiegewinnung möglich (Behrooz und Ismail-Beigi, 

1999). 

Im Anschluss an die Glykolyse kommt das nächste Zielgen von HIF-1α, die 

Pyruvatdehydrogenase A, ins Spiel, die Pyruvat zum Substrat hat und von HIF-1α 

im Sinne einer Expressionshemmung reguliert wird (Nazarewicz et al., 2013). Dies 

verfolgt das Ziel der Umverteilung des Stoffwechsels von der aeroben hin zur 

anaeroben Glykolyse, um trotz des hypoxischen Zustands eine fortlaufende 

Energieproduktion sicherzustellen (Semenza, 2010). In diesem Zusammenhang 

wird demnach auch die Laktatdehydrogenase A von HIF-1α induziert, um das durch 

die PDHA-Hemmung anfallende Pyruvat auf einem alternativen Weg 

weiterzuverarbeiten und so eine energetisch und metabolisch schädliche 

Anhäufung zu vermeiden (Bruick und McKnight, 2001). Damit wird als Nebeneffekt 

zusätzlich Laktat erzeugt (Pellerin et al., 1998). 

Zu guter Letzt nimmt HIF-1α über die Überexpression von VEGF Einfluss auf die 

vaskuläre Gewebsversorgung, die indirekt mit einer besseren Nährstoff- und 

Sauerstoffanlieferung verknüpft ist (Forsythe et al., 1996; Shweiki et al., 1992). 

VEGF ist ein Wachstumsfaktor und mit an der Induktion und dem Erhalt von 

Gefäßen beteiligt (Ferrara et al., 1996; Leung et al., 1989). Außerdem werden unter 

VEGF neuroprotektive und neurotrophe Effekte sowie eine Steigerung des 

axonalen Wachstums beobachtet (Jin et al., 2000; Sondell et al., 1999). 
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ALS und HIF-1α bzw. dessen Zielgen VEGF sind eng miteinander verwoben. In 

einem Mausmodell, dem über Knock-out der HRE im VEGF-Gen die Möglichkeit 

der gezielten Reaktion auf HIF-1α fehlt, entstehen Symptome einer ALS (Oosthuyse 

et al., 2001). Im Liquor von ALS-Patienten sind die VEGF-Spiegel im Vergleich zu 

Kontrollen erniedrigt und zusätzlich findet als Reaktion auf Hypoxie nur eine 

mangelhafte VEGF-Produktion statt (Devos et al., 2004; Moreau et al., 2006). Damit 

gerät Hypoxie oder die dysfunktionale Reaktion auf diese mit einer begleitenden 

Mangelversorgung von Motoneuronen in die Diskussion der mitverursachenden 

Pathomechanismen der ALS.  

HIF-1α kann neben Hypoxie auch durch FAE stabilisiert werden (Koivunen et al., 

2007; Serra-Perez et al., 2010). Der zugrundeliegende Mechanismus ist dabei 

vergleichbar mit der Wirkung von Hypoxie, allerdings ohne den Einfluss eines 

tatsächlichen Sauerstoffmangels, weshalb sich für dieses Phänomen der Begriff der 

‚pseudohypoxischen Reaktion‘ eingebürgert hat (Arbiser, 2011; Isaacs et al., 2005; 

MacKenzie et al., 2007). Im ZNS besitzt Fumarat gliazellspezifisch einen 

anregenden Einfluss auf die HIF-1α-Signalkaskade, während Neurone keine 

Veränderung in Form einer HIF-1α-Akkumulation zeigen (Wiesner et al., 2013). Es 

ist daher anzunehmen, dass den Neuronen die zuträglichen Effekte besagter HIF-

1α-Akkumulation nur indirekt über Gliazellen zugutekommen. 

 

1.7. Laktatshuttlehypothese bei der ALS 

Neurone sind in hohem Maße von einer ausreichenden ATP-Versorgung abhängig, 

die bekanntermaßen vor allem durch die oxidative Phosphorylierung von Glukose 

in der Atmungskette sichergestellt wird (Saab et al., 2013). Zusätzlich haben 

Neurone in Notzeiten wenig Spielraum, ihre Glykolyseaktivität hochzuregulieren, 

um die überlebenswichtige ATP-Produktion sicher zu stellen (Almeida et al., 2001). 

Im Gegensatz dazu sind Astrozyten und reife myelinbildende Oligodendrozyten 

weniger energiebedürftig und können ihren Stoffwechsel daher auch zum Teil über 

Glykolyse aufrechterhalten (Funfschilling et al., 2012; Lovatt et al., 2007; Morland 

et al., 2007). Eine interessante Entdeckung machten Brown et al. 2001, als sie 

Nervenzellen in glukosefreiem Medium kultivierten und die funktionelle Aktivität des 

Neurons weiterhin bestehen blieb, sofern Laktat dem Medium hinzugefügt wurde. 

Laktat stellt einen wichtigen Nährstoff im ZNS dar. Nach ischämischen Geschehen 

wirkt Laktat der Ausdehnung des Infarktes entgegen und hilft, die Synapsenfunktion 
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wiederherzustellen (Berthet et al., 2009; Schurr et al., 1997). Damit kann die 

Wirkung von Laktat als neuroprotektiv eingeordnet werden (Berthet et al., 2012; 

Cater et al., 2001). Die Möglichkeit der Neurone, Laktat als alternativen 

Energielieferanten zu nutzen und die Eigenschaft von Gliazellen, über die Glykolyse 

Laktat als Nebenprodukt zu erzeugen, legt die Existenz einer metabolischen 

Kopplung dieser beiden Zelltypen nahe, die den Neuronenerhalt in Mangelzeiten 

sicherstellt. 

Funfschilling et al. (2012) propagierten die Hypothese eines Oligodendrozyten-

Neuronen-Laktatshuttles, bei dem über anaerobe Glykolyse überschüssig 

gebildetes Laktat über den Transporter MCT-1 (Monocarboxylattransporter 1) auf 

Oligodendrozyten in den Extrazellularraum gelangt und von Motoneuronen mittels 

einer zweiten Laktattransporterisoform (MCT-2) reimportiert wid. Dort angelangt 

folgt eine Rückumwandlung in Pyruvat, welches über den Zitratzyklus und die 

Atmungskette in ein Vielfaches an Energie im Vergleich zur glykolytischen 

Verstoffwechslung umgewandelt wird. Damit wird der Energiebedarf der Neurone 

mithilfe der Oligodendrozyten zusätzlich abgesichert. Empirisch unterstützt wird 

dieses Modell von der Beobachtung, dass bei Inhibiton des MCT-1-Transporters 

Motoneurone absterben, die allerdings durch Substitution von Laktat wieder gerettet 

werden können (Lee et al., 2012). Die Oligodendrozyten selbst werden von dieser 

Transporterhemmung morphologisch und funktionell ansonsten jedoch wenig 

beeinflusst. Unter den Neuronen scheinen vor allem Motoneurone von dieser Art 

der Nahrungszufuhr abhängig zu sein, da sie bedingt durch ihre langen Axone weite 

Transportwege unter anderem auch für energetisch reichhaltige Metabolite vom 

Soma zu überbrücken haben, die dank des Shuttlemechanismus wesentlich 

verkürzt werden (Nave, 2010b). 

Der Motoneuronuntergang bei der ALS wird vielfach mit einem gestörten 

Energiemetabolismus im ZNS in Verbindung gebracht. Tatsächlich gibt es zwischen 

beiden Thematiken viele Berührungspunkte, was unter anderem ein Experiment 

von Browne et al. (2006) zeigt, bei dem ein gestörter Glukosestoffwechsel in 

Motorregionen von SOD1-Mäusen bereits lange vor Symptombeginn beschrieben 

wird. Auch in Bezug auf die Laktatshuttlehypothese wird diskutiert, ob der 

Shuttlemechanismus bei der ALS auf Höhe der Oligodendrozytenachse geschädigt 

ist: in transgenen SOD1-Mäusen herrscht durch verringerte Expression ein Mangel 

an MCT-1 in neu entstandenen Oligodendrozyten mit dysfunktionaler metabolischer 
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Unterstützung von Motoneuronen (Philips et al., 2013). Vergleichbare Erkenntnisse 

wie im Tiermodell konnten auch in ALS-Humanpräparaten gewonnen werden, wo 

MCT-1 ebenfalls verringert exprimiert ist (Lee et al., 2012). Zumindest in den 

besagten ALS-Mäusen verändert SOD1 dabei die Expression von MCT-1 

posttranskriptionell (Philips et al., 2013). Die Umkehr dessen, nämlich die 

Reintegration von MCT-1, gelang Kang et al. (2013) in OPCs über Knock-out von 

SOD1. Als wichtiges Merkmal bringt der Knock-down von MCT-1 in den Mäusen 

eine ALS-ähnliche Symptomatik hervor (Lee et al., 2012). Dies unterstreicht die 

Glaubwürdigkeit der Aussage, dass das Oligodendrozyten-Neuronen-Laktatshuttle 

in der ALS geschädigt ist, zusätzlich. 

In der Zusammenschau stellt sich damit die Frage, ob das Oligodendrozyten-

Neuronen-Laktatshuttle als möglicher Angriffspunkt für die ALS-Therapie dienen 

kann, indem über eine Stimulation die metabolische Situation der Motoneurone 

optimiert werden kann.  

 

1.8. Zielsetzung 

Bisher ist nicht hinreichend untersucht, ob Fumarsäureester (FAE) die Signalwege 

von Nrf2, HIF-1α sowie das Oligodendrozyten-Neuronen-Laktatshuttle in 

Oligodendrozytenvorläufern (OPCs) und der Zelllinie OLN-93 beeinflussen. In der 

vorliegenden Arbeit wird untersucht, ob diese Zellen über die Induktion von Nrf2 

einen Beitrag zur Neuroprotektion leisten können. Weiterhin finden sich zum 

jetzigen Zeitpunkt in der Literatur keinerlei Anhaltspunkte dafür, ob speziell 

Oligodendrozytenvorläufer auf FAE mit einer Stabilisierung von HIF-1α antworten 

und dies von den umgebenden Motoneuronen in einer gewinnbringenden Art und 

Weise genutzt werden könnte. Es ist außerdem noch offen, ob mit FAE zum Beispiel 

über eine Stabilisierung von HIF-1α mit Glykolyseinduktion und Steigerung der 

Laktatproduktion auch eine Anregung des Laktatshuttles möglich ist. Die 

Untersuchungen des Oligodendrozyten-Neuronen-Laktatshuttles beschränken sich 

auf reife Oligodendrozyten und lassen die Beteiligung von OPCs außer Acht. 

Welche Rolle die Stimulation dieser Signalkaskaden in transgenen ALS-Mäusen 

spielt und ob sie sich in vergleichbarem Ausmaß mit FAE stimulieren lassen wie 

OPCs aus Wildtypmäusen, wissen wir ebenfalls noch nicht. Diese Punkte werden 

daher in dieser Arbeit näher untersucht. 
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Für die Untersuchung dieser bisher noch bestehenden Erkenntnislücken wurden 

drei Hypothesen formuliert: 

 

(I) FAE stabilisieren HIF-1α in OPCs und der Zelllinie OLN-93 

(II) FAE induzieren Nrf2 in OPCs und der Zelllinie OLN-93 

(III) FAE steigern die Laktatproduktion in OPCs und der Zelllinie OLN-93 

 

 

 

Abb. 1 Schematische Darstellung der drei in dieser Arbeit thematisierten Signalwege. Veranschaulichung eines 

Oligodendrozyten (hellblau) mit Darstellung der Wirkung von Fumarsäureester (FAE; grün) auf drei Signalwege (rot): 

Signalgebung über den Hypoxie-induzierten Faktor 1α (HIF-1α) über Hypoxie-responsive Elemente (HRE) mit Induktion des 

neuroprotektiven vaskulären endothelialen Wachstumsfaktors (VEGF) und dem Glukosetransporter Glut-1, Signalgebung 

über Nrf2 (Nukleärer Faktor (erythroid-derived 2)-like 2) mit Induktion der antioxidativen Hämoxygenase 1 (HO-1) bzw. 

Signalgebung über die Induktion des Oligodendrozyten-Neuronen-Laktatshuttles. Über die Erhöhung der Glykolyserate über 

HIF-1α scheint eine Verbindung zum Shuttlemechanismus zu bestehen, indem darüber vermehrt Laktat anfällt, das über 

MCT-1 (Monocarboxylattransporter 1) aus dem Oligodendrozyten ausgeschleust wird und über MCT-2 

(Monocarboxylattransporter 2) in Neurone (weiß) aufgenommen werden kann. Im Neuron erfolgt die Rückumwandlung von 

Laktat in Pyruvat mit Verstoffwechslung zu ATP (Adenosintriphosphat) zur Energiegewinnung. 

 

Der Versuchsaufbau gliedert sich in zwei Teile: zum Zweck der ersten 

groborientierenden Einschätzung der Reaktion von Oligodendrozyten wurden 

zuerst Versuche an der immortalisierten Rattenzelllinie OLN-93 durchgeführt 
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(Richter-Landsberg und Heinrich, 1996). Da OLN-93 durch die Immortalisierung ein 

abweichendes Bild zur wirklichen Zellphysiologie von Oligodendrozyten zeigen 

könnten, wurden über die Anwendung des Protokolls von O’Meara et al. von 2011 

in einem zweiten Schritt primäre OPCs aus Mäusebabys gewonnen und über deren 

Untersuchung ein genaueres Abbild der Zellphysiologie der Vorläufer erfasst. Das 

Verhalten von OPCs mit einem ALS-Hintergrund wurde mit Hilfe von transgenen 

Mäusen mit der mSOD1(G93A)-Mutation untersucht. Die drei FAE-Abkömmlinge, 

die dabei zum Einsatz kamen, sind das oben beschriebene DEF, sowie DMF und 

dessen Abbauprodukt MMF.  

Diese Art des Versuchsaufbaus ermöglicht die differenzierte Erforschung der drei 

Fragestellungen dieser Arbeit. Wir erhoffen uns damit, FAE als potentielle 

Behandlungsmethode bei der ALS besser beurteilen zu können und die zugrunde 

liegenden Mechanismen zu entschlüsseln. 
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2. MATERIAL UND METHODEN 

2.1. Materialien und Geräte 

2.1.1. Zellkultur 

Materialien und Geräte Hersteller Katalognr. 

3,3‘4-Triiod-L-Thyronin Sigma Aldrich # T6397 

Agarose Lonza # 50004 

B27®-Supplement Invitrogen # 08-0085SA 

CNTF PeproTech # 450-50 

destilliertes Wasser Ampuva® Fresenius Kabi -------------------- 

Diethylfumarat Sigma Aldrich # D95654 

Dimethylfumarat Sigma Aldrich # 242926 

DMEM incl. Phenolrot  

 (+ 1% GlutaMAX / + 4,5 g/l D-  

 Glukose / + L-Glutamin / + Pyruvat) 

Invitrogen # 31966-047 

DMEM ohne Phenolrot 

 (+ 4,5 g/l D-Glukose / - L-Glutamin /  

 - Pyruvat) 

Invitrogen # 31053-028 

DMSO  Sigma Aldrich # D2650 

DNA-Leiter Thermo Scientific # SM0311 

DNase I Wortington # LS-002139 

DPBS (-) (- CaCl2 / - MgCl2) Invitrogen # 14190-094 

DPBS (+) (+ CaCl2 / + MgCl2) Invitrogen # 14040-091 

DreamTaq™ Fermentas # K1081 

EDTA Sigma Aldrich # E5134 

Essigsäure Sigma Aldrich # 33209 

Ethidiumbromid Sigma Aldrich # E1510 

FCS BioChrome # S0615 

GlutaMAX™ Invitrogen # 35050-038 

Holo-Transferrin Sigma Aldrich # T0665 

Insulin Invitrogen  # 12585-014 

Laminin Sigma Aldrich # L2020 

L-Cystein AppliChem # A3634 

L-Thyroxin Sigma Aldrich # 89430 

Monomethylfumarat Sigma Aldrich # 651419 

Papainlösung Wortington # LS003124 
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PCR-Primer Thermo Scientific -------------------- 

Penicillin/Streptomycin Invitrogen # 15140-122 

Petrischalen 100x20 mm Sarstedt # 83.1802 

Petrischalen 60x15 mm Greiner bio-one # 628160 

Poly-L-Lysin (PLL) Sigma Aldrich # P2636 

Progesteron Sigma Aldrich # P8783 

Putreascine Sigma Aldrich # P7505 

QuickExtrakt™ Epicentre # QE09050 

Sodiumselenit Sigma Aldrich # S5261 

Trypsin/EDTA Invitrogen # 25200-056 

Tryptanblau Sigma Aldrich # T8154 

Zellkulturflaschen 25 cm2 Sarstedt # 83.1810.302 

Zellkulturflaschen 75 cm2 Sarstedt # 83.1813.30  

Zellkulturplatten 24 Well BD Falcon  # 353847 

Zellkulturplatten 6 Well BD Falcon # 353846 

   

Heizblock Thermomixer compact Eppendorf  

Kühlzentrifuge Biofuge fresco Heraeus  

Schüttler 3005 GFL  

Zentrifuge 5810R Eppendorf  

 

PCR-Primer (gegen DNA) Primersequenzen 

SOD 42 (Interleukin2-antisense) 5’-CTA GGC CAC AGA ATT GAA AGA TCT-3’ 

SOD 43 (Interleukin2-sense) 5’-GTA GGT GGA AAT TCT AGC ATC ATC-3’ 

SOD 113 (hSOD1-sense) 5’-CAT CAG CCC TAA TCC ATC TGA-3’ 

SOD 114 (hSOD1-antisense) 5’-CGC GAC TAA CAA TCA AAG TGA-3’ 

 

2.1.2. qPCR 

Materialien und Geräte Hersteller Katalognr. 

DTT AppliChem # A2948 

Ethanol Sigma Aldrich # SZBE0710V 

iScript™ cDNA-Synthesekit BioRad # 170-8891 

Klebefolien BioRad # MSB1001 

PCR-Platten 96 Well BioRad # HSP9601 
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qPCR-Primer Thermo Scientific -------------------- 

RNeasy® Micro-Kit Qiagen # 74004 

RNeasy® Mini-Kit Qiagen # 74106 

SYBR®-Green BioRad # 170-8885 

Zellschreddersäuren Qiagen # 79656 

   

CFX96 Touch™ Real-Time System 
Thermal Cycler C1000  

Bio Rad  

Megafuge 1.0 R Heraeus  

NanoDrop™ 2000 UV-Vis 
Spectrophotometer 

Thermo 
Scientific/Peqlab 

 

Personal Thermocycler Biometra  

Zentrifuge 5417R Eppendorf  

 

qPCR-Primer (gegen mRNA) Primersequenzen 

β-Actin for 5‘ CCA CCA GTT CGC CAT GGA T 3’  

rev 5‘ GGC TTT GCA CAT GCC GGA G 3’ 

Glut-1 for 5’ ATG GAT CCC AGC AGC AAG 3’ 

rev 5’ CCA GTG TTA TAG CCG AAC TGC 3’ 

HO-1 for 5’ GTC AAG CAC AGG GTG ACA GA 3’ 

rev 5’ ATC ACC TGC AGC TCC TCA AA 3’ 

HPRT for 5’ GGA GCG GTA GCA CCT CCT 3‘ 

rev 5’ CTG GTT CAT CGC TAA TCA C 3‘ 

Ldha for 5’ GGC ACT GAC GCA GAC AAG 3’ 

rev 5’ TGA TCA CCT CGT AGG CAC TG 3’ 

MCT-1 for 5’ GAT GGA CCT CAT TGG ACC CC 3‘ 

rev 5’ GAG GCG GCC TAA AAG TGG T 3‘ 

NQO1 for 5’ AGC GTT CGG TAT TAC GAT CC 3´ 

rev 5’ AGT ACA ATC AGG GCT CTT CTC G 3’ 

Nrf2 for 5’ CAT GAT GGA CTT GGA GTT GC 3‘ 

rev 5’ CCT CCA AAG GAT GTC AAT CAA 3‘ 

PDHA for 5’ GAA GAT GCT TGC CGC TGT ATC 3‘ 

rev 5’ AAA TTA CGG GAA GCA ACC AGC 3‘ 

Pol2 for 5’ GCT GGG AGA CAT AGC ACC A 3’ 

rev 5’ TTA CTC CCC TGC ATG GTC TC 3’ 

VEGF for 5’ TGA TCA GAC CAT TGA AAC CAC T 3’ 

rev 5’ GGA AGG GTA AGC CAC TCA CA 3’ 
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2.1.3. Western Blot 

Materialien und Geräte Hersteller Katalognr. 

Acrylamid AppliChem  # A3626 

Anti-β-Actin-Antikörper (aus mouse) Sigma Aldrich # A5441 

Anti-HIF-1α-Antikörper (aus rabbit) Novus Biologicals # NB100-449 

Anti-NG2-Antikörper (aus rabbit) Millipore # AB5320 

Anti-Nrf2-Antikörper (aus rabbit) Santa Cruz # SC-722 

APS Sigma Aldrich # A9164 

Bromphenolblau Sigma # B-8026 

BSA AppliChem # A1391 

Chromatographiepapier Whatman # 3030917 

Dinatriumhydrogenphosphat VWR # 28029.292 

ECL-Substrat Millipore # WBLUF0500 

Glycerol Sigma Aldrich # 49781 

Glycin  Sigma Aldrich # 33226 

Goat-anti mouse IgG HRP-Konjugat BioRad # 172-1011 

Goat-anti rabbit IgG HRP-Konjugat BioRad # 172-1019 

Isopropanol VWR # 20842.330 

Kaliumchlorid CalBioChem # 529552 

Kaliumdihydrogenphosphat Merck # 104871 

Proteinfärbekit für PVDF-Membranen Thermo Scientific # 24585 

β-Mercaptoethanol AppliChem # A1108 

Methanol Sigma Aldrich # 32213 

Microtestplatten 96 Well Sarstedt # 82.1581 

Milchpulver Carl Roth # T145.2 

Natriumazid Merck # 822335 

Natriumchlorid Sigma Aldrich # 31434 

Natriumdeoxycholat AppliChem # A1531 

Nitrozellulosemembran BioRad # 10484059 

Nonidet™ P 40 (NP-40) AppliChem # A1694 

Proteaseinhibitor Roche # 04693124001 

Proteinassay-Kit: Reagenz A, B, S BioRad # 5000113 - 5 

Proteinleiter Thermo Scientific # 26619 

PVDF-Membran BioRad # 162-0177 
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SDS Serva Electrophoresis # 20765 

SDS-Lösung Applichem  # A0675 

TEMED Sigma Aldrich # T7024 

TRIS AppliChem # A2756 

Tween® 20 AppliChem # A7564 

   

Electrophoresis Power Supply 600 Pharmacia  

ImageQuant™ LAS4000 GE  

Universal Microplate Reader 
ELx800UV 

BioTech Instruments  

 

2.1.4. Transfektionen und Luciferase-Reporterassay 

Materialien und Geräte Hersteller Katalognr. 

LIA-Platten 96 Well Greiner bio-one # 655073 

Lipofectamin® LTX Reagenz invitrogen # 15338 

Luciferase-Assayreagenz Promega # E1483 

Luciferase-Lysisreagenz Promega # E153A 

   

VIKTOR™ X3 Multilabel Reader  PerkinElmer  

 

Plasmide Hersteller/Herkunft 

Plasmid 27986 (9kB VEGF-Luciferase) Addgene 

Plasmid 21103 (PBS/pU6-HIF-1α RNAi plasmid 1) 

Plasmid 21104 (PBS/pU6-HIF-1α RNAi plasmid 2) 

Plasmid 26731 (HRE-Luciferase) 

pEF (Kontrollvektor) Dr. J. Alam (Alton Ochsner 
Medical Foundation) 

Dominant negatives Nrf2 (DN Nrf) 

 

2.1.5. VEGF-ELISA 

Materialien und Geräte Hersteller Katalognr. 

Immunoplatten 96 Well Thermo Scientific # 442404 

Schwefelsäure Merck # 1.00731 

TMB Substratreagenz BioLegend # 421101 

VEGF-Mouse-ELISA-Kit R&D Systems # DY493 
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2.1.6. Laktatassay 

Materialien und Geräte Hersteller Katalognr. 

Filtersäulen  Millipore # UFC501096 

Laktatassaykit Sigma Aldrich # MAK064 

 

2.1.7. Analyseprogramme 

BioRad CFX-Manager 3.1 

GraphPad Prism 5.0 

ImageQuantTL 

KCJunior 

NanoDrop 2000 

 

2.2. Methoden 

(Markennamen sind im Fortfolgenden nicht mehr als solche gekennzeichnet.) 

 

2.2.1. Mäuse 

Männliche transgene Mäuse mit der humanen G93A-Mutation B6SJL-Tg(SOD1-

G93A)1Gur/J im SOD1-Gen und weibliche B6SJL-F1 Wildtypmäuse stammten von 

Jackson Laboratories. Für die Experimente wurden Wildtypen und transgene Tiere, 

die aus der Verpaarung entstanden, im Stadium P0-P2 verwendet. Die 

Genehmigung der Tierversuche wurde von der Tierschutzbehörde des 

Regierungspräsidiums Tübingen, Reg. z.117 erteilt. 

 

2.2.2. Zellkultur 

Sämtliche Zellkultivierungen erfolgten im Brutschrank bei 37°C und unter 5% CO2-

Sättigung. Die Zentrifugationseinstellungen betrugen 300 rpm für fünf Minuten, 

sofern nicht anders vermerkt. Da sich für DEF größtenteils nur angedeutete 

Tendenzen ergaben und DEF anders als DMF und MMF weder pharmakologisch 

eingesetzt wird noch als Zwischenprodukt im Körper erscheint, wurden im Verlauf 

Versuche mit DEF eingestellt und die Priorität auf die weitere Untersuchung von 

DMF und MMF gelegt. 

 

 

 



22 
 

2.2.2.1. OLN-93 

Substanzzusammensetzungen 

OLN-93-Lagerungsmedium:  DMEM ohne Phenolrot; 30% FCS; 1% P/S; 5% DMSO 

OLN-93-Auftaumedium:  DMEM ohne Phenolrot; 30% FCS; 1% P/S 

Kultivierungsmedium:  DMEM ohne Phenolrot; 10% FCS; 1% P/S; 

 1% GlutaMAX 

Stimulationsmedium:  DMEM ohne Phenolrot; 1% P/S; 1% GlutaMAX 

 

Kultivierung und Aussaat der OLN-93 

Die Zelllinie OLN-93 wurde von Frau Prof. Dr. Christiane Richter-Landsberg 

(Oldenburg) zur Verfügung gestellt und in OLN-93-Lagerungsmedium im 

Stickstofftank eingefroren. Bei Gebrauch wurden die Zellen aus dem Stickstofftank 

entnommen, zur Kultivierung in OLN-93-Auftaumedium in 75 cm2-Zellkulturflaschen 

ausgesät und nach etwa 24 Stunden im Brutschrank einem Mediumwechsel mit 

Kultivierungsmedium unterzogen. Nach zwei bis vier Tagen wurden die Zellen 

gesplittet und in neue 75 cm2-Zellkulturflaschen passagiert. Dazu wurde das alte 

Medium abgenommen, die Zellen mit DPBS (-) gewaschen und mit 0,25% 

Trypsin/EDTA von der Flaschenoberfläche gelöst. Durch Zusetzen des 

Kultivierungsmediums wurde der Verdau gestoppt und die Zellen abzentrifugiert. 

Das Pellet wurde in frischem Kultivierungsmedium resuspendiert und je 1/10 der 

Zellsuspension in neue 75 cm2-Zellkulturflaschen überführt. Nach etwa drei Tagen 

im Brutschrank stellte sich der OLN-93-Rasen mikroskopisch wieder dicht 

bewachsen dar, sodass die Zellen auf Platten ausgesät werden konnten.  

Für die Aussaat wurden die Zellen wie oben beschrieben gewaschen, mit 0,25% 

Trypsin/EDTA vom Untergrund gelöst, der Verdau mit Kultivierungsmedium 

unterbrochen und das Zellpellet nach Abzentrifugation in frischem 

Kultivierungsmedium resuspendiert. Ein Teil der Zellen wurde aus der 

Zellsuspension entnommen und für weitere Versuche in eine 75 cm2-

Zellkulturflasche passagiert. Mittels Neubauer-Zählkammer und Tryptanblau wurde 

die Zellzahl der Zellsuspension bestimmt und je nach Versuch 60x104 Zellen pro 

Well in 6-Well-Platten bzw. 5-20x104 Zellen pro Well in 24-Well-Platten in 

Kultivierungsmedium ausgesät. Die Platten wurden über Nacht im Brutschrank 

gelagert und die Zellen am darauffolgenden Tag stimuliert. 
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Herstellung der Fumarsäureester 

Vor jeder Behandlung wurden Lösungen der FAE frisch hergestellt. Die Herstellung 

einer Lösung von DEF erfolgte durch Verdünnung in 1x PBS. DMF wurde im 

Verhältnis 1:1 in 1x PBS und DMSO gelöst und im Heizblock zwecks besserer 

Löslichkeit von DMF erwärmt. MMF wurde in DMSO gelöst und im Verhältnis 7:3 

mit 1x PBS verdünnt. 

 

Stimulation der OLN-93-Zellinie 

Vor der Stimulation wurde die Wachstumsdichte über das Mikroskop beurteilt. Das 

Medium wurde abgenommen und die Zellen mit Stimulationsmedium versorgt. Pro 

Well wurden die jeweiligen Lösungen der FAE zugesetzt, sodass die Zellen einer 

Stoffmengenkonzentration von 30 µM ausgesetzt waren. Neben einer 

Kontrollgruppe, die keine Stimulation erhielt und später als Normierung für DEF 

verwendet wurde, wurde für jedes Experiment eine DMSO-Kontrolle mitgeführt. 

DMSO musste als Detergenz eingesetzt werden, um DMF und MMF in Lösung zu 

bringen, wobei es in einer Konzentration von 0,05% bei DMF-Behandlung und 

0,03% bei MMF-Behandlung eingebracht wurde. Die Stimulation der DMSO-

Kontrollen erfolgte daher je nach Experiment mit 0,05% bzw. 0,03% DMSO. Es 

folgte eine Inkubation im Brutschrank für drei, sechs oder achtzehn Stunden. 

 

2.2.2.2. Oligodendrozytenvorläuferzellen/OPCs 

Substanzzusammensetzungen 

50x TAE-Puffer:  2M Tris; 1M Essigsäure (eiskalt); 0,05M EDTA; (pH 8,0) 

OL-Medium:  DMEM incl. Phenolrot; 1% 100x OL-Supplement; 2% B27- 

 Supplement; 0,5% FCS; 50 ng/ml CNTF; 0,05 mg/ml Holo- 

 Transferrin; 5 µg/ml Insulin; 1% GlutaMAX; 0,03 µg/ml L- 

 Thyroxin 

OPC-Papainlösung:  DMEM incl. Phenolrot; 1,54 mg/ml Papainlösung;  

 360 µg/ml L-Cystein; 60 µg/ml DNase I 

Präparationsmedium:  DMEM incl. Phenolrot; 1% P/S; 10% FCS; 1% GlutaMAX 

100x OL-Supplement:  DMEM incl. Phenolrot; 40 µg/ml 3,3‘4-Triiod-L-Thyronin;  

 0,5 mg/ml Sodiumselenit; 6 µg/ml Progesteron;  

 10,2 mg/ml BSA; 1,61 mg/ml Putreascin 

Poly-L-Lysin:  0,1 mg/ml in Wasser  
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Laminin:  10 µg/ml in DPBS (-) 

 

Präparation der Mäusegehirne 

Für die Präparation der Mäusegehirne richteten wir uns nach dem Protokoll von 

O’Meara et al. (2011). Die primären OPCs wurden aus neugeborenen P0-P2 

Mäusebabys gewonnen. Nach der Tötung wurden neben einer Entfernung der 

Schwanzspitze zur Genotypisierung die Mäusegehirne freipräpariert, die Bulbi 

olfactorii und das Cerebellum entfernt und die Meningen abgezogen. Nach einem 

dreiminütigen Bad bei 37°C in Präparationsmedium wurden die Mäusegehirne 

durch Pipettieren grob zerkleinert und mit 20% vorgewärmtem OPC-Papain zum 

Zweck des Gewebsverdaus versetzt. Das Gemisch wurde für zwanzig Minuten 

unter ständiger Bewegung bei 37°C im Wasserbad inkubiert. Der Verdau wurde 

durch Zusetzen von Präparationsmedium abgepuffert und für weitere zehn Minuten 

bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Homogenisierung des Gehirns mittels 

Pasteurpipetten wurde zusätzliches Präparationsmedium zugesetzt, die Zellen 

abzentrifugiert und in frischem Präparationsmedium resuspendiert. Zur weiteren 

Kultivierung der Zellen erfolgte die Aussaat in Präparationsmedium in 25 cm2-

Zellkulturflaschen, die im Vorfeld zum Zweck der Zelladhäsion für zwei Stunden mit 

PLL beschichtet und anschließend mit Wasser und DPBS (-) gewaschen worden 

waren. Nach drei- bis vierstündiger Inkubation wurde ein kompletter 

Mediumwechsel mit Präparationsmedium vollzogen und die Zellen dann bis zur 

Isolation der OPCs dauerhaft im Brutschrank untergebracht. Weitere 

Medienwechsel erfolgten am dritten und sechsten Tag nach Präparation: hierbei 

wurden 2/3 des Mediums entfernt und mit Präparationsmedium mit 5 µg/ml Insulin 

ersetzt. 

 

Genotypisierung der Mäuse 

Zur Genotypisierung der Mäusebabys wurden nach der Tötung die Schwanzspitzen 

abgesetzt. Mittels Zugabe von QuickExtrakt wurde DNA durch Erhitzen im 

Thermoblock auf 65°C für sechs Minuten und auf 95°C für zwei Minuten aus der 

Schwanzspitze isoliert. Über eine PCR wurde die DNA unter Zugabe von DreamTaq 

vervielfältigt, wobei folgende Primer für die Wildtypen und transgenen Tiere 

verwendet wurden: SOD 113 (hSOD1-sense), SOD 114 (hSOD1-antisense), SOD 

43 (Interleukin2-sense) und SOD 42 (Interleukin2-antisense). Zur Vervielfältigung 
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wurde das Protokoll aus Tabelle 1 verwendet. Die Amplifikate und eine DNA-Leiter 

wurden gelelektrophoretisch in einem 2,5%-igen Agarosegel mit Ethidiumbromid in 

TAE-Puffer aufgetrennt und das Ergebnis unter UV-Licht fotografiert. 

 

Tabelle 1: Programm der PCR (Polymerasekettenreaktion) zur Amplifikation des mutierten SOD1(G93A)-Gens 

Schritt  Temperatur  Zeit [sec] 

1 Denaturierung 95°C 180 

2 Denaturierung 95°C 30 

3 Anlagerung 58°C 30 

4 Elongation 72°C 50 

 30 Zyklen der Schritte 2-4   

5 Elongation 72°C 600 

6 Kühlung 4°C ∞ 

 

 

Isolierung der OPCs 

Am neunten Tag nach Präparation wurden die OPCs von den Astrozyten und den 

Mikroglia isoliert. Hierzu wurden die Flaschen zunächst leicht beklopft, um den 

Großteil der Mikroglia vom Astrozytenrasen zu lösen. Der Überstand wurde entfernt 

und durch neues Präparationsmedium ersetzt. Anschließend wurden die Flaschen 

kräftig beklopft, um die OPCs und die verbliebenen Mikroglia abzulösen. Der Erfolg 

der Methode wurde mikroskopisch beurteilt. Der Überstand wurde abgenommen 

und in einer Petrischale für 30 Minuten im Brutschrank inkubiert, um den Mikroglia 

Zeit für die Adhäsion am Boden der Schale zu geben. Der Überstand mit den OPCs 

wurde abgenommen, die enthaltenen Zellen wurden abzentrifugiert und in OL-

Medium resuspendiert. Nach Bestimmung der Zellzahl erfolgte die Aussaat von 

60x104 Zellen je Well in OL-Medium auf im Vorfeld für eine Stunde mit Laminin 

beschichteten 6-Well-Platten. Nach einer 24-stündigen Inkubation im Brutschrank 

erfolgte die Stimulation mit den FAE oder für die Analyse der Kulturreinheit die 

sofortige Lysierung der Zellen in RIPA-Puffer zur Weiterverarbeitung zu Western-

Blot-Lysaten, wie in Absatz 2.2.4. beschrieben. 

 

Stimulation der primären OPCs mit FAE 

Das alte Medium wurde abgenommen und die Zellen mit Stimulationsmedium 

versorgt. Die Stimulation erfolgte mit einer Stoffmengenkonzentration der FAE von 

30 µM, da diese Menge in der Literatur wiederholt als wirkungsvoll beschrieben 

wurde (Linker et al., 2011; Scannevin et al., 2012; Wiesner et al., 2013). Für jedes 
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Experiment wurden Kontrollgruppen ohne Stimulation zur Normierung von DEF und 

DMSO-Kontrollen mit einer Stoffmengenkonzentration von 0,05% zur Normierung 

von DMF und MMF mitgeführt. Es folgte eine Inkubation im Brutschrank für drei, 

sechs oder achtzehn Stunden. 

 

2.2.3. qPCR 

(Die Puffer RW1-, RPE- und RDD-Puffer stammen von Qiagen. Weder die 

Zusammensetzung noch die Bedeutung der Abkürzung ist bekannt.) 

Während der Experimente gingen die cDNA-Proben der sechsstündigen DEF-

Stimulation in Wildtyp- und mSOD1(G93A)-OPCs zur Neige, sodass hier keine 

Ergebnisse für die mRNA-Expression der Gene PDHA, Nrf2 und NQO1 vorliegen. 

 

Weiterverarbeitung für die qPCR 

Das Medium wurde nach der Inkubationszeit abgenommen und die Zellen in RLT-

Puffer (aus dem RNeasy-Kit) mit 2% 2M DTT lysiert. Die Lagerung der Lysate 

erfolgte bei -80°C. 

 

RNA-Aufreinigung mit dem RNeasy Mini-Kit bzw. RNeasy Micro-Kit 

Die Zelllysate der OLN-93-Zellen sowie die Lysate von n=1 des Experiments mit 

OPCs wurden mit dem RNeasy Mini-Kit aufgereinigt. Da die Ausbeute an RNA mit 

dem Mini-Kit bei OPCs sehr gering ausfiel, wurde für den zweiten und dritten 

Versuch mit OPCs das RNeasy Micro-Kit verwendet. Alle Zentrifugationsschritte 

wurden bei 13000 rpm durchgeführt. Die Proben wurden durch zweiminütige 

Zentrifugation durch den Zellschredder aufgeschlossen und der Durchfluss mit 70% 

Ethanol gemischt. Das weitere Prozedere orientierte sich an der Anleitung von 

Qiagen zur Nutzung des RNeasy Mini- und Micro-Kits. Die mRNA wurde über RNA-

bindende Säulen herausfiltriert und Verunreinigungen über Durchzentrifugation von 

RW1- und RPE-Puffer herausgewaschen. Bei der Anwendung des Micro-Kits 

erfolgte zudem ein DNA-Verdau mittels DNase I und RDD-Puffer. Mit RNase-freiem 

Wasser wurde die mRNA über Zentrifugation aus der Säule gelöst und der 

Durchfluss bei -80°C gelagert.  
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mRNA-Konzentrationsbestimmung und Umschreiben in cDNA 

Jede Probe wurde mithilfe des NanoDrop2000 auf seine Konzentration an mRNA 

untersucht. Aus den Proben wurden Gemische mit gleicher Konzentration an mRNA 

hergestellt und diese mit 20% iScript-Pufferlösung und 5% reverser Transkriptase 

versetzt. Die enthaltene mRNA wurde mittels Thermocycler in cDNA 

umgeschrieben (Protokoll der RT-PCR: 5 min bei 25°C, 30 min bei 42°C, 5 min bei 

95°C). Ein Teil des Volumens jeder Probe wurde entnommen und gemischt, um 

eine Standardreihe (10 ng/μl; 2 ng/μl; 0,4 ng/μl; 0,08 ng/μl; 0,016 ng/μl) herzustellen. 

Das restliche Volumen wurde mit RNase-freiem Wasser auf eine Konzentration von 

5 ng/μl cDNA verdünnt. 

 

cDNA-Konzentrationsbestimmung via qPCR 

Pro Well wurden 5 μl cDNA-Probe, 7 μl SYBR-Green und 0,5 μl eines 

Primerpaarmixes aus einer 1:10-Verdünnung des Originalprimers und 1,5 μl 

RNase-freies Wasser auf ein Gesamtvolumen von 14 μl pipettiert. Mithilfe des 

Thermal Cycler CFX96 Real-Time Systems wurde die cDNA nach dem Prinzip der 

PCR vervielfältigt und die Quantität der cDNA und somit der von den Zellen 

produzierten mRNA folgender Gene berechnet: VEGF, Glut-1, Ldha, PDHA, HO-1, 

NQO1, Nrf2, MCT-1. Als Kontrollgene wurden β-Actin, HPRT und Pol2 untersucht 

und für die Normierung verwendet. Das Protokoll zur Vervielfältigung der cDNA 

setzte sich aus drei Minuten bei 95°C und 40 Rotationen à 15 Sekunden zwischen 

95°C und 60°C zusammen. Die Auswertung der Daten erfolgte mit dem BioRad 

CFX-Manager 3.1. 

 

2.2.4. Western Blot 

Substanzzusammensetzungen 

RIPA-Puffer:  150 mM Natriumchlorid; 50 mM Tris (pH 7-8); 1 % NP-40;  

 0,5 % Natriumdeoxycholat; 0,1 % SDS 

Trenngel (12%):  33,5% Wasser; 25% Trenngelpuffer; 0,5% SDS-Lösung;  

 40% Acrylamid-Lösung; 1% APS; 0,06% TEMED 

Trenngel (8%):  46,5% Wasser; 25% Trenngelpuffer; 0,5% SDS-Lösung;  

 27% Acrylamid-Lösung; 1% APS; 0,06% TEMED 

Sammelgel (4%):  61% Wasser; 25% Sammelgelpuffer; 0,5% SDS-Lösung;  

 13% Acrylamid-Lösung; 0,5% APS; 0,1% TEMED 
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6x Laemmli-Puffer: 0.375 M Tris/HCl (pH 6.8); 12 % SDS; 30 % Glycerol;  

 0.012 % Bromphenolblau 

 + 30 % β-Mercaptoethanol 

Laufpuffer:  25 mM Tris/HCl; 192 mM Glycin; 0,1 % SDS; (pH 8,4) 

Trenngelpuffer:  1,5 M Tris/HCl; 0,4 % SDS; (pH 8,8) 

Sammelgelpuffer:  0,5 M Tris/HCl; 0,4 % SDS; (pH 6,8) 

10x Transferpuffer:  25 mM Tris; 0,192 M Glycin; (pH 8,3-8,4) 

10x PBS (pH 7,4):  8% Natriumchlorid; 1,44% Dinatriumhydrogenphosphat;  

 0,2% Kaliumchlorid; 0,2% Kaliumdihydrogenphosphat 

PBST: 1x PBS; 0,05% Tween 20 

 

Weiterverarbeitung für den Western Blot 

Das Medium wurde nach der Inkubationszeit abgenommen und die Zellen mit 60 µl 

RIPA-Puffer incl. 1x Proteaseinhibitor lysiert. Die Lysate wurden bei 13000 rpm für 

fünf Minuten in der Kühlzentrifuge zentrifugiert, der Überstand wurde abgenommen 

und bei -80°C gelagert. 

 

Proteinquantifizierung 

5 μl jeder Probe sowie eine BSA-Standardreihe in RIPA-Puffer (0 mg/ml; 0,1 mg/ml; 

0,2 mg/ml; 0,5 mg/ml; 1,0 mg/ml; 1,5 mg/ml) wurden mithilfe eines Proteinassays 

aus 23 μl Reagenz A, 0,5 μl Reagenz S und 200 μl Reagenz B auf die 

Gesamtmenge an Protein untersucht. Die Farbintensitäten jeder Probe wurde 

photometrisch mit dem Universal Microplate Reader ELx800UV bei einer 

Wellenlänge von 750 nm gemessen und aus den Daten ein Probenvolumen mit 

gleicher Proteinmenge berechnet. Die Gemische wurden im Verhältnis 6:1 mit 6x 

Laemmli-Puffer versetzt und für fünf Minuten bei 95°C denaturiert. Die Proben 

wurden bei -20°C gelagert. 

 

Herstellung der Gele 

Hierfür wurden die Glasplatten in die dafür vorgesehenen Halterungen gespannt. 

Erst wurde das Trenngel nach oben beschriebenem Rezept zusammengemischt 

und in den Spalt der Gelplatten gefüllt. Aufgrund der unterschiedlichen 

Proteingrößen wurden für die Beurteilung des HIF-1α- und Nrf2-Verhaltens die 

12%-igen Trenngele und für die Beurteilung des Verhaltens von NG2 die 8%-igen 
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Trenngele verwendet. Zum Erhalt einer sauberen Gellinie wurde Isopropanol über 

die Trenngelfront pipettiert. Nach der Aushärtung wurde das Isopropanol entfernt 

und die Platten bis zur Obergrenze mit dem 4%-Sammelgel aufgefüllt. Die Kämme 

wurden in das noch flüssige Sammelgel gesteckt und bis zur Polymerisierung des 

Gels belassen. 

 

Western Blot 

Das Prozedere des Western Blots entsprach der gängigen Vorgehensweise. Hierfür 

wurden die SDS-Gelplatten in die mit Laufpuffer befüllte Western-Blot-Kammer 

eingespannt und die Kämme aus den Gelen gezogen. Die Taschen wurden mittels 

Pipettieren gespült und je nach Experiment mit 4,5-25 µg Protein bzw. einer 

Proteinleiter beladen. Der Einlauf der Proben in die Gele erfolgte bei 50 V für 

fünfzehn Minuten, die gelelektrophoretische Auftrennung der Proteine erfolgte bei 

120 V. Das Blotting der Versuche von HIF-1α bzw. Nrf2 wurde bei 200 mA für 105 

Minuten auf Nitrozellulosemembranen in Transferpuffer vollzogen. Die Proteine der 

NG2-Versuche wurden aufgrund der Proteingröße für 17 Stunden bei 175 mA in 

Transferpuffer mit zusätzlich 0,05% SDS auf PVDF-Membranen, die vorher in 

Methanol aktiviert worden waren, geblottet. Bei den PVDF-Membranen wurde direkt 

anschließend der Proteintransfer auf die Membran über eine Proteinfärbung 

sichtbar gemacht. Die Färbung erfolgte über die Inkubation der PVDF-Membran mit 

dem Senisitizer aus dem genannten Kit für zehn Minuten und nachfolgend der 

Proteinfärbelösung für fünfzehn Minuten. Durch kurze Waschschritte mit entsalztem 

Wasser wurden die Färbereste abgespült und die Membran mit dem ImageQuant 

LAS4000 fotografiert. Die Membran wurde über das Destain-Reagenz aus dem Kit 

wieder entfärbt. Um unspezifische Antikörperbindungsstellen zu blockieren, wurden 

die Nitrozellulose- und die PVDF-Membranen für eine Stunde mit 3% BSA in PBS 

bei Raumtemperatur unter ständiger Bewegung geblockt. 

 

Inkubation der Antikörper 

Die Erstantikörper wurden in PBST, 1% BSA und 0,005% Natriumazid in einer 

Verdünnung von 1:2000 bei HIF-1α, 1:200 bei Nrf2, 1:5000 bei β-Actin und 1:300 

bei NG2 angesetzt. Für die Herstellung der Zweitantikörper (goat-anti-rabbit; goat-

anti-mouse) wurde 2,5% Milchpulver als Blocksubstanz in PBST gelöst und der 

Antikörper in einer Konzentration von 1:5000 zugesetzt. Die Inkubation der 
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Erstantikörper erfolgte über Nacht bei 4°C. Nach drei Waschschritten à zehn 

Minuten in 1x PBST wurde die Membran für eine Stunde bei Raumtemperatur mit 

dem zweiten Antikörper inkubiert und weitere drei Mal für zehn Minuten mit 1x PBST 

gewaschen. Die Membran wurde unter Zuhilfenahme von ECL-Substrat über die 

Messung der Chemolumineszenz mit dem ImageQuant LAS4000 entwickelt und die 

Bandenstärke mit der entsprechenden Software quantifiziert. Als 

Normierungsprotein für HIF-1α und Nrf2 wurde β-Actin verwendet, als Ladekontrolle 

für NG2 diente die Proteinanfärbung. 

 

2.2.5. Transfektionen und Luciferase-Reporterassay 

Kultivierung, Aussaat und Transfektion der OLN-93 

Die Kultivierung und Aussaat der OLN-93 in Kultivierungsmedium erfolgte in 24-

Well-Platten in einer Anzahl von 5-20x104 Zellen pro Well. 24 Stunden nach der 

Aussaat wurden die Zellen transfiziert. Für die Transfektionen wurden folgende 

Plasmide verwendet: Plasmid 27986 (9kB VEGF-Luciferase), Plasmid 21103 

(PBS/pU6-HIF-1α RNAi Plasmid 1), Plasmid 21104 (PBS/pU6-HIF-1α RNAi 

Plasmid 2), Plasmid 26731 (HRE-Luciferase), pEF (Kontrollvektor) und dominant 

negatives Nrf (DN Nrf). Die folgenden Mengenangaben beziehen sich auf die 

Transfektion eines Well. 0,5 µg der Plasmid-DNA bei Transfektion bzw. 0,25 µg bei 

Cotransfektion und 0,5 µl PlusReagenz wurden in 100 µl DMEM ohne Phenolrot 

gelöst. Nach zehnminütiger Inkubationszeit bei Raumtemperatur wurden 150 µl 

Lipofektamin zugesetzt und weitere 25 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Das 

Medium wurde durch 500 µl frisches Kultivierungsmedium ersetzt und mit 100 µl 

des Plasmidmixes versehen. Die Platte wurde für fünf Minuten bei 500 rpm 

zentrifugiert und für 24 Stunden bei 37°C inkubiert. 

 

Behandlung der transfizierten Zellen mit FAE 

24 Stunden nach Transfektion wurde das Medium vom Zellrasen abgenommen und 

Stimulationsmedium zugesetzt. Die Zellen wurden mit 30 µM der FAE bzw. DMSO 

in gleichwertiger Konzentration stimuliert und für drei, sechs oder achtzehn Stunden 

bebrütet. Die Zellen wurden mit DPBS (-) gewaschen, mit 1x Luciferase-

Lysisreagenz aufgeschlossen und für fünf Minuten bei 13000 rpm zentrifugiert. Die 

Lagerung des Überstands erfolgte bei -80°C.  

 



31 
 

Luciferaseassay  

Nach Durchführung eines Proteinassays mit einer BSA-Standardreihe in 

Lysisreagenz (0 mg/ml; 0,1 mg/ml; 0,2 mg/ml; 0,5 mg/ml; 1,0 mg/ml; 1,5 mg/ml) zur 

späteren Normierung, wurde die Luciferaseaktivität der Lysate bestimmt. Hierzu 

wurden die Lysate im Verhältnis 1:1 mit Luciferase-Assayreagenz in LIA-Platten 

gemischt und die Lichtemission mit dem Multilabel Reader PerkinElmer VIKTOR X3 

gemessen. 

 

2.2.6. VEGF-ELISA 

Nach abgeschlossener Behandlung mit den FAE wurden die Zellüberstände 

gesammelt und bei -80°C gelagert. Die Quantifizierung der produzierten VEGF-

Menge nach FAE-Stimulation wurde mit dem VEGF-Mouse-ELISA-Kit nach 

Angaben des Herstellers durchgeführt. Zwischen jedem unten beschriebenen 

Einzelschritt wurde jeweils vier Mal mit PBST gewaschen, die Inkubation erfolgte 

jeweils bei Raumtemperatur sofern nicht anders vermerkt. Die Immunoplatten 

wurden über Nacht mit dem Capture-Antikörper in PBS bei Raumtemperatur 

inkubiert und am Folgetag für eine Stunde mit 1% BSA in PBS geblockt. Die Proben 

und die VEGF-Standardreihe (1000 pg/ml; 500 pg/ml; 250 pg/ml; 125 pg/ml; 62,5 

pg/ml; 31,25 pg/ml; 15,6 pg/ml; 0 pg/ml) wurden pipettiert und über Nacht bei 4°C 

inkubiert. Die Wells wurden mit dem Detektionsantikörper in 1% BSA/PBS für eine 

Stunde versetzt und die Platte anschließend mit Avidin-HRP-Lösung in 1% 

BSA/PBS für zwanzig Minuten inkubiert. Es wurde TMB-Substratlösung in einem 

1:1-Verhältnis der Reagenzien A und B hinzugefügt und für fünfzehn Minuten in 

Dunkelheit inkubiert. Nach Hinzufügen von 2M Schwefelsäure zum TMB-Substrat 

wurde die VEGF-Konzentration mittels des Universal Microplate Readers 

ELx800UV bei einer Wellenlänge von 450 nm bestimmt und auf die absolute 

Proteinmenge der Zellen normiert, die wie oben beschrieben mit Proteinassays 

errechnet wurde. 

 

2.2.7. Laktatassay 

Die Überstände wurden nach der FAE-Stimulation gesammelt und durch 

Zentrifugation bei 13000 rpm für zehn Minuten über Filtersäulen aufgereinigt. Die 

Quantifizierung der Laktatmenge in den Überständen erfolgte über die 

Durchführung eines Laktatassays nach Angaben des Herstellers: neben einer 
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Laktatstandardreihe (0 nmol/Well; 2 nmol/Well; 4 nmol/Well; 6 nmol/Well; 8 

nmol/Well 10 nmol/Well) wurden von den OLN-93-Überständen 10 μl mit zusätzlich 

40 μl Laktatassaypuffer bzw. 50 μl von den Überständen der Primärkultur in eine 

Mikrotestplatte pipettiert und 50 μl eines Mastermixes aus 96% Laktatassaypuffer, 

4% Laktatenzymmix und 4% Laktatprobe hinzugefügt. Nach Inkubation in 

Dunkelheit für 30 Minuten wurde die Farbintensität über den Universal Microplate 

Reader ELx800UV bei einer Wellenlänge von 570 nm gemessen. 

 

2.2.8. Statistische Auswertung 

Die Datenanalyse erfolgte über die Durchführung von Dunnett’s Multiple 

Comparison Test auf der Grundlage einer One-way-ANOVA mit Graph Pad Prism 

5.0. */p < 0.05 wurde als signifikant gewertet, **/p < 0.01, ***/p < 0.001 und ****/p < 

0.0001 wurden als hochsignifikant gewertet. Die Werte sind als Mittelwert +/- SEM 

(Standardfehler des Mittelwertes) dargestellt. Die Anzahl der unabhängig 

durchgeführten Versuche n ist jeweils in der Bildunterschrift genannt.  
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3. ERGEBNISSE 

3.1. Reinheit der Primärkulturen 

Da die OPCs, die in dieser Arbeit verwendet wurden, aus Mischkulturen entstanden, 

wurde im ersten Schritt überprüft, ob die Kulturen einen ausreichenden 

Reinheitsgrad mit wenig Verunreinigung an Astrozyten und Mikroglia aufwiesen. Die 

Überprüfung der Verunreinigung der OPC-Primärkulturen mit Astrozyten über 

GFAP als Astrozytenmarker und Mikroglia über Iba1 als Mikrogliamarker im 

Western Blot wurden in einem anderen Projekt unserer Arbeitsgruppe überprüft und 

sind daher hier nicht dargestellt (Sprissler, 2016). Der Nachweis von GFAP- und 

Iba1-Protein in OPC-Kulturen ergab eine spärliche Verunreinigung mit Astrozyten 

und Mikroglia. Die Darstellung des NG2-Proteins in OPC-Lysaten ergab ein 

positives Signal bei rund 270 kDa, wie in der Produktinformation des verwendeten 

NG2-Antikörpers angegeben. Abbildung 2 stellt exemplarisch einen der 

durchgeführten Western Blots dar. In der Zusammenschau stuften wir die Reinheit 

der OPC-Primärkulturen ausgehend von O’Mearas Protokoll von 2011 daher als 

ausreichend rein ein und führten die folgenden Versuche mit der darin 

beschriebenen Vorgehensweise durch. 

 

A B 

 

250 kDa  

 

130 kDa 

 

100 kDa 

 

 70 kDa  

 

 55 kDa 

 

 

 35 kDa 
 

 25 kDa 

 

 1 2  3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 

 

Abb. 2 Darstellung der Proteinmenge von NG2 (neurales/gliales Antigen 2) in Lysaten aus Primärkulturen von 

Oligodendrozytenvorläuferzellen (OPCs). A stellt exemplarisch einen Western-Blot zur Proteindetektion von NG2 in 

Lysaten aus primären OPC-Kulturen dar, B veranschaulicht die zur Normierung verwendete Proteinfärbung der 

entsprechenden Membran. Linie 1 veranschaulicht die Proteinleiter, Linie 6 besteht aus OPC-Lysat und zeigt eine deutliche 

Bande bei etwa 270 kDa. Die Linien 2 - 5 enthalten von links nach rechts Lysate aus Mäuserückenmark, Astrozytenkulturen, 

Mikrogliakulturen und Neuronenkulturen und sind für diese Arbeit nebensächlich. Das Ergebnis wurde mit n=8 unabhängig 

durchgeführten Versuchen bestätigt. 

NG2  
(270 kDa) 
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3.2. Einfluss von FAE auf die Nrf2-Signalkaskade 

3.2.1. Nrf2-Zielgeninduktion durch FAE in OLN-93 und Wildtyp-OPCs 

FAE induzieren den Transkriptionsfaktor Nrf2 in diversen Zellen. Um festzustellen, 

ob FAE auch in Oligodendrozyten einen Einfluss auf den über Nrf2 kontrollierten 

Signalweg ausübt, wurden zuerst verschiedene Zielgene mittels qPCR in OLN-93-

Zellen untersucht und dabei zwischen DEF-, DMF- und MMF-Stimulation 

unterschieden. Das gleiche Vorgehen wurde zur Untersuchung der Vorgänge in 

primären Wildtyp-OPCs angewendet. Als Nrf2-Zielgene wurden die Hämoxygenase 

1 (HO-1) sowie NQO1 (NAD(P)H-Dehydrogenase, Quinone 1) verwendet. Die 

Expression von NQO1 konnte nur in primären Oligodendrozyten untersucht werden, 

da sich die murinen Primersequenzen als nicht komplementär zur mRNA von NQO1 

aus der Rattenzelllinie OLN-93 erwiesen. Weiterhin wurden die mRNA-Level von 

Nrf2 selbst nach FAE-Stimulation bestimmt. 

OLN-93 reagieren auf DMF mit einer signifikanten Nrf2-Überexpression (Abb. 3A). 

MMF und DEF haben zu den untersuchten Zeitpunkten keinen Einfluss auf die Nrf2-

Expression. Die Erhöhung der mRNA-Spiegel der HO-1 (Abb. 3B) auf bis zu 1400% 

des Kontrollwertes zeigt ein sehr sensibles Ansprechen von OLN-93 auf FAE, wobei 

DEF und DMF zu allen drei untersuchten Zeitpunkten und MMF nach sechs 

Stunden signifikante Ergebnisse zeigen. Während DEF und DMF immense 

Steigerungen erbringen, bewirkt MMF nur einen moderaten Anstieg der mRNA der 

HO-1. Die Auswirkungen auf HO-1 zeigen sich bereits zu einem Zeitpunkt, an dem 

die Überexpression von Nrf2 noch nicht begonnen hat. 
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Abb. 3 Expression von Nrf2 (Nukleärer Faktor (erythroid-derived 2)-like 2) und dessen Zielgen HO-1 (Hämoxygenase 

1) nach Fumaratstimulation in der Zelllinie OLN-93. Darstellung der mRNA(messenger Ribonukleinsäure)-Level von Nrf2 

(A) und HO-1 (B) in OLN-93 nach Behandlung mit 30 µM Diethylfumarat (DEF; grün) bezogen auf unbehandelte Kontrollen 

(weiß) bzw. 30 µM Dimethylfumarat (DMF; blau) oder Monomethylfumarat (MMF; rot) bezogen auf Kontrollen mit 

Dimethylsulfoxid (DMSO; grau). Die Stimulation erfolgte in einer Zeitreihe aus drei, sechs und achtzehn Stunden und wurde 

mittels qPCR (quantitative Polymerasekettenreaktion) quantifiziert. Die Datenanalyse erfolgte über die Durchführung von 

Dunnett’s Multiple Comparison Test auf der Grundlage einer One-way-ANOVA (Varianzanalyse). */p < 0.05 wurde als 

signifikant gewertet, **/p < 0.01, ***/p < 0.001 und ****/p < 0.0001 wurden als hochsignifikant gewertet. Die Werte sind als 

Mittelwert +/- SEM (Standardfehler des Mittelwertes) dargestellt, n=6-9. 

 

Die Untersuchung von Nrf2 und dessen Zielgenen in Wildtyp-OPCs nach FAE-

Stimulation (Abb. 4A) mittels qPCR erbringt eine Reaktion auf DMF sowie im 

Unterschied zu den Ergebnissen in OLN-93 auch auf MMF. Dabei reagieren 

Wildtyp-OPCs am sensitivsten auf MMF. Die Quantifizierung der Effekte auf HO-1 

(Abb. 4B) ergibt eine Überexpression nach DMF-Stimulation ohne signifikante 

Transkriptionssteigerungen durch DEF und MMF. Im direkten Vergleich der OLN-

93 und der Wildtyp-OPCs ist die Steigerung der HO-1-Expression in OPCs eher von 

gemäßigtem Charakter, wohingegen OLN-93 mit zum Teil extremen Effekten 

reagieren. Die Transkription von NQO1 (Abb. 4C) lässt sich in Wildtyp-OPCs nur 

durch MMF steigern. Hier fällt ein höchstsignifikanter Anstieg um das 200-fache im 

Vergleich zur DMSO-Kontrolle ins Auge.  
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Abb. 4 Expression von Nrf2 (Nukleärer Faktor (erythroid-derived 2)-like 2) und den Nrf2-Zielgenen HO-1 

(Hämoxygenase 1) und NQO1 (NAD(P)H-Quinone-Oxidoreduktase 1) nach Stimulation mit Fumarsäureestern in 

primären Wildtyp-OPCs (Oligodendrozytenvorläuferzellen). Darstellung der über qPCR (quantitative 

Polymerasekettenreaktion) ermittelten mRNA(messenger Ribonukleinsäure)-Level von Nrf2 (A), HO-1 (B) und NQO1 (C) in 

primären OPCs aus Wildtypmäusen nach Behandlung mit 30 µM Diethylfumarat (DEF; grün) bezogen auf unbehandelte 

Kontrollen (weiß) bzw. 30 µM Dimethylfumarat (DMF; blau) oder Monomethylfumarat (MMF; rot) bezogen auf Kontrollen mit 

Dimethylsulfoxid (DMSO; grau). Die Stimulation erfolgte in einer Zeitreihe aus drei, sechs und achtzehn Stunden. Die 

Datenanalyse erfolgte über die Durchführung von Dunnett’s Multiple Comparison Test auf der Grundlage einer One-way-

ANOVA (Varianzanalyse). */p < 0.05 wurde als signifikant gewertet, **/p < 0.01 und ***/p < 0.001 wurden als hochsignifikant 

gewertet. Die Werte sind als Mittelwert +/- SEM (Standardfehler des Mittelwertes) dargestellt, n=6-9 (n=2-3 für DEF und den 

Zeitpunkt 3h). 
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Bei allen drei untersuchten mRNAs tritt die signifikante Expressionssteigerung in 

Wildtyp-OPCs bereits zu den frühen Zeitpunkten auf und flaut spätestens zum 

achtzehnstündigen Zeitpunkt wieder ab. 

 

3.2.2. Verhalten des Nrf2-Proteins nach FAE-Stimulation in Wildtyp-OPCs 

Obwohl aus der Literatur bekannt ist, dass es sich bei HO-1 und NQO1 um direkte 

Zielgene des Transkriptionsfaktors Nrf2 handelt und dieser durch Fumarat induziert 

werden kann, ist aufgrund der oben dargestellten Ergebnisse der erhöhten 

Expression dieser Proteine noch keine Aussage darüber möglich, dass Nrf2 das 

entscheidende Verbindungsprotein zwischen Fumarat und der 

Transkriptionssteigerung der Zielgene ist. Mittels Western-Blot-Analyse wurde die 

absolute Proteinmenge von Nrf2 nach FAE-Stimulation untersucht und das 

Ergebnis mit Kontrollstimulationen verglichen. 

Es ergibt sich zu keinem der untersuchten Zeitpunkte und mit keinem der beiden 

FAE-Derivate eine signifikante Akkumulation von Nrf2 in Wildtyp-OPCs, was gegen 

eine Induktion von Nrf2 in diesen Zellen spricht (Abb. 5A und 5B). Abbildung 5 stellt 

das Verhalten von Nrf2 nach Exposition von DMF oder MMF in Wildtyp-OPCs dar. 
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Abb. 5 Verhalten von Nrf2 (Nukleärer Faktor (erythroid-derived 2)-like 2) nach Stimulation mit Fumarsäureestern in 

wildtypischen OPCs (Oligodendrozytenvorläuferzellen). Quantifizierung der Proteinmenge von Nrf2 mittels Western-Blot-

Analyse nach Stimulation von Wildtyp-OPCs mit 30 µM Dimethylfumarat (DMF; blau) bzw. Monomethylfumarat (MMF; rot) 

oder einer vergleichbaren Menge an Dimethylsulfoxid (DMSO; grau). Die Behandlung wurde für sechs oder achtzehn Stunden 

vorgenommen und die Ergebnisse von Nrf2 auf die Menge an β-Actin bezogen. Die Rohwerte wurden auf die DMSO-Kontrolle 

normiert. A stellt exemplarisch einen der durchgeführten Western-Blots nach sechsstündiger MMF-Exposition dar; in B sind 

die ermittelten Bandenstärken in Diagrammform dargestellt. Die Datenanalyse erfolgte über die Durchführung von Dunnett’s 

Multiple Comparison Test auf der Grundlage einer One-way-ANOVA (Varianzanalyse). Die Werte sind als Mittelwert +/- SEM 

(Standardfehler des Mittelwertes) dargestellt, n=5-12. 

MMF DMSO 
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In der Zusammenschau konnte ein positiver Einfluss von FAE auf die Entfaltung des 

Nrf2-Signalwegs beschrieben werden, wobei in Wildtyp-OPCs kein Nachweis 

erbracht werden konnte, dass dies auf eine Proteinakkumulation von Nrf2 

zurückzuführen ist. 

 

3.3. Auswirkungen von FAE auf den HIF-1α-Signalweg 

3.3.1. HIF-1α-Zielgeninduktion durch FAE in OLN-93 und Wildtyp-OPCs 

Neben Nrf2 ist HIF-1α als weiterer Faktor an der Ausübung der FAE-Effekte 

beteiligt. Um einen ersten Anhalt zu bekommen, ob dies auch in OLN-93 und OPCs 

der Fall ist, wurde die potentielle Expressionssteigerung von HIF-1α-Zielgenen nach 

FAE-Gabe in OLN-93 und primären Wildtyp-OPCs untersucht. HIF-1α ist ein 

direkter Transkriptionsstimulus für den Glukosetransporter Glut-1, den 

Wachstumsfaktor VEGF und die Laktatdehydrogenase A (Ldha). Zusätzlich hat 

HIF-1α einen hemmenden Einfluss auf die Transkription der Pyruvatdehydrogenase 

A (PDHA). Die verwendeten murinen Primersequenzen für die Ldha waren aufgrund 

von mangelhafter Komplementarität nicht für die Expressionsmessung der Ldha in 

OLN-93, die aus Rattenzellen erzeugt wurden, geeignet. Deshalb konnte die 

Untersuchung der Ldha nur in primären OPCs durchgeführt werden. 

Untersucht wurden die HIF-1α-Zielgene VEGF (Abb. 6A), Glut-1 (Abb. 6B) und 

PDHA (Abb. 6C) in OLN-93 nach Durchführung von qPCRs. Es ergibt sich eine 

moderate Steigerung der Transkription von VEGF nach sechsstündiger 

Stimulationszeit mit DMF und nach achtzehnstündiger Stimulationszeit mit MMF. 

Die Transkription von Glut-1 kann ebenfalls durch DEF und DMF vor allem nach 

achtzehnstündiger Exposition gesteigert werden. Entgegen der Hypothese, dass 

FAE eine Expressionsminderung der Pyruvatdehydrogenase A nach sich zieht, 

zeigt sich in OLN-93 eine dezente aber signifikante Überexpression nach 

sechsstündiger DMF-Stimulation. 

Vergleichbar mit den Ergebnissen in OLN-93 kann auch in Wildtyp-OPCs die 

Expressionen der HIF-1α-Zielgene durch die verschiedenen FAE gesteigert 

werden. Die mRNA-Spiegel von VEGF (Abb. 7A) können in besagten OPCs durch 

DMF nach achtzehn Stunden angehoben werden, während Stimulationen mit DEF 

oder MMF keine signifikanten Überexpressionen für VEGF zur Folge haben. Die 

Untersuchung der mRNA-Menge von Glut-1 (Abb. 7B) ergibt ein signifikantes 

Ansprechen auf DMF nach achtzehnstündiger und auf MMF nach dreistündiger 
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Stimulation. Untersucht wurden zusätzlich die mRNA-Level der Ldha (Abb. 7C), die 

neben einem signifikanten Ergebnis nach DEF-Stimulation allerdings keine 

Veränderungen im Vergleich zur Kontrolle aufweisen. Schließlich wurde auch die 

Transkriptionsrate der PDHA (Abb. 7D) in Wildtyp-OPCs quantifiziert, bei der im 

Gegensatz zu den Ergebnissen in OLN-93 tatsächlich eine geringere Expression im 

Vergleich zu Kontrollbehandlungen beobachtet werden kann. Neben tendenziellen 

Herunterregulationen durch DMF und MMF bewirkt die Exposition durch DEF für 

achtzehn Stunden einen signifikanten Effekt. 
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Abb. 6 Expression von VEGF (vaskulärer endothelialer Wachstumsfaktor), dem Glukosetransporter Glut-1 und der 

Pyruvatdehydrogenase A (PDHA) nach Fumarsäureesterstimulation in der Zelllinie OLN-93. Veranschaulichung der 

mRNA(messenger Ribonukleinsäure)-Level von VEGF (A), Glut-1 (B) und PDHA (C) in OLN-93 nach Behandlung mit 30 µM 

Diethylfumarat (DEF; grün) bezogen auf unbehandelte Kontrollen (weiß) bzw. 30 µM Dimethylfumarat (DMF; blau) oder 

Monomethylfumarat (MMF; rot) bezogen auf Kontrollen mit Dimethylsulfoxid (DMSO; grau). Die Quantifizierung der mRNA-

Level erfolgte mittels qPCR (quantitative Polymerasekettenreaktion). Für die Darstellung der zeitlichen Entwicklung wurde 

eine Zeitreihe aus drei, sechs und achtzehn Stunden erstellt. Die Datenanalyse erfolgte über die Durchführung von Dunnett’s 

Multiple Comparison Test auf der Grundlage einer One-way-ANOVA (Varianzanalyse). */p < 0.05 wurde als signifikant 

gewertet, **/p < 0.01, ***/p < 0.001 und ****/p < 0.0001 wurden als hochsignifikant gewertet. Die Werte sind als Mittelwert +/- 

SEM (Standardfehler des Mittelwertes) dargestellt, n=6-9. 
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Abb. 7 Expression von VEGF (vaskulärer endothelialer Wachstumsfaktor), dem Glukosetransporter Glut-1, der 

Laktatdehydrogenase A (Ldha) und der Pyruvatdehydrogenase A (PDHA) nach Fumarsäureesterstimulation in 

primären OPCs (Oligodendrozytenvorläuferzellen). Darstellung der mRNA(messenger Ribonukleinsäure)-Level der 

Zielgene von HIF-1α (Hypoxie-induzierter Faktor 1α) VEGF (A), Glut-1 (B), Ldha (C) und PDHA (D) in Wildtyp-OPCs nach 

Behandlung mit Diethylfumarat (DEF; grün), Dimethylfumarat (DMF; blau) oder Monomethylfumarat (MMF; rot) für drei, sechs 

oder achtzehn Stunden. Die Absolutwerte von DEF beziehen sich auf unbehandelte Kontrollen (weiß), die Werte von DMF 

und MMF sind auf Dimethylsulfoxid-Kontrollen (DMSO; grau) bezogen. Die Datenerhebung wurde mittels qPCR (quantitativer 

Polymerasekettenreaktion) vorgenommen. Die Datenanalyse erfolgte über die Durchführung von Dunnett’s Multiple 

Comparison Test auf der Grundlage einer One-way-ANOVA (Varianzanalyse). */p < 0.05 wurde als signifikant gewertet, ** 

bzw. ##/p < 0.01 und ***/p < 0.001 wurden als hochsignifikant gewertet. Die Werte sind als Mittelwert +/- SEM (Standardfehler 

des Mittelwertes) dargestellt, n=9 (n=2-3 für DEF und den Zeitpunkt 3h). 
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Damit kann die Expression aller untersuchten Zielgene (mit Ausnahme der PDHA 

in Wildtyp-OPCs) sowohl in der Zelllinie als auch in den wildtypischen 

Oligodendrozytenvorläufern in unterschiedlicher Weise durch DEF, DMF und MMF 

gesteigert werden. 

Das Ausmaß, mit dem der HIF-1α-Signalweg in OPCs aus Wildtypmäusen auf FAE 

anspricht, ist sehr ähnlich zum Nrf2-Signalweg. Man kann hingegen grob festhalten, 

dass die Effekte auf den HIF-1α-Signalweg im Vergleich zu denen auf den Nrf2-

Signalweg generell eher zu einem späteren Zeitpunkt eintreten. Eine weitere 

Erkenntnis ist, dass das Einsetzen der maximal zu beobachtenden Wirkung von 

DMF im Allgemeinen mehr Zeit benötigt als bei MMF. DEF entfaltet in der 

überwiegenden Mehrheit keine oder nur eine geringe Wirkung auf die einzelnen 

Gene und wurde daher abgesehen von den qPCR-Experimenten in keinem anderen 

Versuch weiter untersucht. 

 

3.3.2. Stabilisierung von HIF-1α durch DMF in Wildtyp-OPCs 

Zur Überprüfung, ob die Effekte auf die HIF-1α-Zielgene über die Anhäufung von 

HIF-1α zustande kommen, wurden Western-Blot-Analysen mit Lysaten von Wildtyp-

OPCs durchgeführt, die im Vorfeld mit DMF oder MMF behandelt worden waren. 

Über die Detektion von HIF-1α mittels Antikörpern können wir feststellen, ob sich 

die Proteinmenge nach FAE-Gabe vervielfältigt. 

Die sechsstündige Exposition der Wildtyp-OPCs mit DMF zieht in diesen eine 

Kumulation von HIF-1α nach sich. Abbildung 8A stellt exemplarisch einen Western 

Blot dar, aus dem ersichtlich wird, dass die Bandenstärke intensiver und damit die 

Proteinmenge vermehrt ist, wenn DMF einwirkt. Die Gabe von MMF führt nicht zur 

signifikanten HIF-1α-Akkumulation, ebenso wenig wie die längerfristige Gabe von 

DMF für achtzehn Stunden (Abb. 8B). 



43 
 

6
h

1
8

h

6
h

1
8

h0

50

100

150

200

250 MMF
DMF
DMSO

Wildtyp-OPCs
B

*

H
IF

-1


 v
s
. 
1

0
0

%
 A

c
tin

 

 

Abb. 8 Stabilisierung von HIF-1α (Hypoxie-induzierter Faktor 1α) durch Dimethylfumarat (DMF) in wildtypischen 

OPCs (Oligodendrozytenvorläuferzellen). Quantifizierung der Proteinmenge von HIF-1α mittels Western-Blot-Analyse nach 

Stimulation von Wildtyp-OPCs mit 30 µM Dimethylfumarat (DMF; blau) bzw. Monomethylfumarat (MMF; rot) oder einer 

vergleichbaren Menge an Dimethylsulfoxid (DMSO; grau). Die Behandlung wurde für sechs oder achtzehn Stunden 

vorgenommen und die Ergebnisse von HIF-1α auf die Menge an β-Actin in den Lysaten bezogen. Die Rohwerte wurden auf 

die DMSO-Kontrolle normiert. A stellt exemplarisch einen der durchgeführten Western-Blots mit Zunahme der Bandenstärke 

von HIF-1α nach sechsstündiger DMF-Exposition dar; in B sind die ermittelten Bandenstärken in Diagrammform dargestellt. 

Die Datenanalyse erfolgte über die Durchführung von Dunnett’s Multiple Comparison Test auf der Grundlage einer One-way-

ANOVA (Varianzanalyse). */p < 0.05 wurde als signifikant gewertet. Die Werte sind als Mittelwert +/- SEM (Standardfehler 

des Mittelwertes) dargestellt, n=8-12 (n=2-3 für den Zeitpunkt 18h). 

 

3.3.3. VEGF-Überproduktion durch FAE in OLN-93 und Wildtyp-OPCs 

Da die FAE-Gabe eine Expressionssteigerung von VEGF zur Folge hat, soll gerade 

im Hinblick auf die wichtige Rolle von VEGF bei Neurodegeneration untersucht 

werden, ob sich die gesteigerte Transkription von VEGF in einer tatsächlichen 

Proteinanhäufung niederschlägt. Folglich wurde die von OLN-93 und Wildtyp-OPCs 

produzierte VEGF-Menge nach FAE-Exposition mit spezifischen ELISAs aus dem 

Überstand bestimmt. 

DMF hebt sowohl in OLN-93 als auch in OPCs aus Wildtypmäusen die Menge an 

VEGF im Überstand der Zellen im Vergleich zur DMSO-Kontrolle signifikant an 

(Abb. 9A und 9B). MMF verursacht trotz angedeuteter Steigerung in OLN-93-Zellen 

keine signifikanten Effekte. Damit ist der Schluss möglich, dass DMF nicht nur 

transkriptionell auf die Expression von VEGF einwirkt, sondern auch die Proteinlevel 

im Extrazellularraum erhöht. 

DMF DMSO 

A Wildtyp-OPCs 

HIF-1α 

β-Actin 
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Abb. 9 Steigerung der Produktion von VEGF (vaskulärer endothelialer Wachstumsfaktor) in der Zelllinie OLN-93 und 

Wildtyp-OPCs (Oligodendrozytenvorläuferzellen) durch Dimethylfumarat. Darstellung der relativen VEGF-Menge im 

Überstand von OLN-93 (A) und OPCs aus Wildtyptieren (B) nach vorheriger Gabe von 30 µM Dimethylfumarat (DMF; blau), 

30 µM Monomethylfumarat (MMF; rot) oder äquivalenten Dosen an Dimethylsulfoxid (DMSO; grau). Methodisch wurden 

hierfür VEGF-ELISAs (Enzyme Linked Immunosorbent Assays) durchgeführt und die Werte auf die absolute Proteinmenge 

und die DMSO-Kontrollen normiert. OLN-93 zeigten das dargestellte Ergebnis nach sechs Stunden, die Wildtyp-OPCs nach 

achtzehn Stunden. Die Datenanalyse erfolgte über die Durchführung von Dunnett’s Multiple Comparison Test auf der 

Grundlage einer One-way-ANOVA (Varianzanalyse). */p < 0.05 wurde als signifikant gewertet. Die Werte sind als Mittelwert 

+/- SEM (Standardfehler des Mittelwertes) dargestellt, n=7-9. 

 

3.4. Vermittlung der FAE-Effekte in OLN-93 über Nrf2 und HIF-1α 

Zur Klärung der Frage, ob die Effekte von FAE in OLN-93 auf Nrf2 zurückzuführen 

sind, wurden mit OLN-93-Zellen Reporterassays durchgeführt. Über Transfektionen 

von OLN-93 mit einem VEGF-Luciferaseplasmid, dass neben dem VEGF-Gen mit 

zugehörigem Promotor eine nachgeschaltete Sequenz des Luciferasegens trägt, 

können durch Aktivitätsmessung der Luciferase indirekt Schlüsse gezogen werden, 

wie stark der Promotor von beeinflussenden Faktoren wie zum Beispiel Nrf2 aktiviert 

wird. Für die nähere Analyse, ob tatsächlich Nrf2 an diesem Promotor angreift und 

dessen Transkription mit samt des Luciferasegens initiiert, wurde parallel zum 

VEGF-Luciferaseplasmid zusätzlich eine dominant-negative Form von Nrf (DN Nrf), 

die einen Knock-out von Nrf2 in den Zellen verursacht, beziehungsweise ein 

funktionsloser Leervektor transfiziert. Anschließend wurden die Zellen mit DMF, 

MMF oder DMSO stimuliert und die Luciferaseaktivitäten untereinander verglichen. 

Aus der Abbildung 10A ist zu entnehmen, dass sowohl DMF als auch MMF nach 

Transfektion der OLN-93 mit dem VEGF-Luciferaseplasmid und dem Leervektor im 
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Vergleich zur Kontrolle signifikante Effekte in Form einer Aktivitätssteigerung der 

Luciferase und damit des Promotors entfalten können. Umgekehrt tritt trotz FAE-

Gabe diese Aktivitätssteigerung nicht auf, wenn über Cotransfektion mit DN Nrf die 

Funktionalität von Nrf2 behindert ist. In diesem Fall bleiben die Werte auf dem 

Ausgangsniveau. 
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Abb. 10 Verhalten der Luciferaseaktivität durch Fumarsäureester nach Cotransfektion mit dominant-negativem Nrf 

(Nukleärer Faktor (erythroid-derived 2)-like) (DN Nrf). Nach Cotransfektion der Zelllinie OLN-93 mit VEGF(vaskulärer 

endothelialer Wachstumsfaktor)-Luciferaseplasmiden und einer dominant-negativen Form von Nrf, die einen Knock-down von 

Nrf2 erzeugt, wurden die Zellen mit 30 µM Dimethylfumarat (DMF; blau), 30 µM Monomethylfumarat (MMF; rot) oder 

entsprechenden Mengen an Dimethylsulfoxid (DMSO; grau) über sechs Stunden stimuliert. Die Ergebnisse der 

Luciferaseaktivität sind nach Normierung auf die DMSO-Kontrollen und die absolute Proteinmenge dargestellt (A). Die 

Datenanalyse erfolgte über die Durchführung von Dunnett’s Multiple Comparison Test auf der Grundlage einer One-way-

ANOVA (Varianzanalyse). ***/p < 0.001 wurde als hochsignifikant gewertet. Die Werte sind als Mittelwert +/- SEM 

(Standardfehler des Mittelwertes) dargestellt, n=12-15. 

 

Zur Untermauerung der Aussage, dass die Effekte von FAE auf die Expression der 

verschiedenen HIF-1α-Zielgene auf HIF-1α zurückzuführen sind, wurden erneut 

Transfektionen der Zelllinie durchgeführt. Dabei kam wieder das VEGF-

Luciferaseplasmid zum Einsatz. Neben einer Anbindungsstelle für Nrf2 ist es 

ebenso ein Angriffspunkt für HIF-1α und kann darüber in seiner Transkriptionsrate 

gesteigert werden. Im ersten Schritt wurden diese Plasmide entweder mit zwei 
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verschiedenen shRNAs, die gegen HIF-1α gerichtet sind, oder mit funktionslosen 

Leervektoren in die Zellen eingebracht. Nach der Stimulation mit FAE erfolgte die 

Aktivitätsmessung der Luciferase, über deren Höhe ein Rückschluss auf die 

vorhergehende Promotorstimulation gezogen werden kann. Die shRNAs binden 

spezifisch an die mRNA von HIF-1α und bauen diese dadurch ab, was einem HIF-

1α-Knock-down gleichkommt. 

Die Wirkung von DMF und MMF unter Knock-out-Bedingungen von HIF-1α im 

Vergleich zur Cotransfektion mit einem Leervektor fällt signifikant geringer aus, 

sodass sich Werte ergeben, die sich um das Ausgangsniveau bewegen (Abb. 11A). 

Alles in allem lässt dies die Aussage zu, dass durch die Involvierung von HIF-1α, 

dieser Faktor durch die shRNAs seine Wirkung in Form der Steigerung der 

Luciferaseaktivität trotz FAE-Stimulation nicht mehr ausüben kann. Mittels shRNA 

1 kristallisieren sich dezent deutlichere Effekte heraus als mit shRNA 2, weshalb im 

Verlauf Experimente nur noch mit shRNA 1 durchgeführt wurden.  
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Abb. 11 Verhalten der Luciferaseaktivität durch Fumarsäureester nach Cotransfektion mit shRNAs (small hairpin 

Ribonukleinsäuren) gegen HIF-1α (Hypoxie-induzierter Faktor 1α). Nach Cotransfektion der Zelllinie OLN-93 mit 

VEGF(vaskulärer endothelialer Wachstumsfaktor)-Luciferaseplasmiden und shRNA 1 oder shRNA 2, die beide einen Knock-

down von HIF-1α bewirken, erfolgte die Gabe von 30 µM Dimethylfumarat (DMF; blau), 30 µM Monomethylfumarat (MMF; 

rot) oder äquivalenten Mengen an Dimethylsulfoxid (DMSO; grau) über sechs Stunden. Die Ergebnisse der Luciferaseaktivität 

sind nach Normierung auf die DMSO-Kontrollen und die absolute Proteinmenge dargestellt (A). Die Datenanalyse erfolgte 

über die Durchführung von Dunnett’s Multiple Comparison Test auf der Grundlage einer One-way-ANOVA (Varianzanalyse). 

***/p < 0.001 wurde als hochsignifikant gewertet. Die Werte sind als Mittelwert +/- SEM (Standardfehler des Mittelwertes) 

dargestellt, n=12-15. 
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Wir wiederholten den gleichen Versuch noch einmal mit der einzigen Ausnahme, 

dass wir statt des VEGF-Luciferaseplasmids ein HRE-Luciferaseplasmid benutzten. 

Der VEGF-Promotor ist ein recht unspezifischer Angriffspunkt für HIF-1α und kann 

auch von anderen Mediatoren wie z.B. Nrf2 angesteuert werden. Beim HRE-

Luciferaseplasmid handelt es sich um ein Plasmid, das anstelle des VEGF-Gens 

sechs Hypoxie-responsive Elemente (HRE) vor dem Luciferasegen trägt, die in der 

Literatur als hochspezifisch für die Bindung von HIF-1α, aber nicht für Nrf2 gelten. 

Tatsächlich kann hier trotz Knock-out der Nrf2-Funktion durch die dominant-

negative Nrf-Variante die quantitativ gleichwertige Reaktion durch FAE eingeleitet 

werden wie bei erhaltener Nrf2-Funktion (Abb. 12A). Dies spricht dafür, dass Nrf2 

als Transkriptionsfaktor nicht über die Bindung an HREs wirken kann. 

 

0

50

100

150

200

Leervektor DN Nrf2

DMSO

DMF

MMF

A

***

H
R

E
-L

u
c
ife

ra
s
e
a
k
tiv

itä
t

[n
o
rm

ie
rt

 a
u

f 
a
b

s
o

lu
te

 P
ro

te
in

m
e
n

g
e
]

 

 

Abb. 12 Auswirkung der Stimulation mit Fumarsäureestern auf die Zelllinie OLN-93 nach Cotransfektion mit 

dominant-negativem Nrf (Nukleärer Faktor (erythroid-derived 2)-like) (DN Nrf). OLN-93 wurden mit HRE(Hypoxie-

responsives Element)-Luciferaseplasmiden und mit der dominant-negativen Form von Nrf (DN Nrf) oder Leervektoren 

cotransfiziert und anschließend für sechs Stunden mit 30 µM Dimethylfumarat (DMF; blau), 30 µM Monomethylfumarat (MMF; 

rot) oder vergleichbaren Mengen an Dimethylsulfoxid (DMSO; grau) versetzt. Die Rohwerte der gemessenen 

Luciferaseaktivität wurden auf die entsprechenden DMSO-Kontrollen und die absolute Proteinmenge normiert (A). Die 

Datenanalyse erfolgte über die Durchführung von Dunnett’s Multiple Comparison Test auf der Grundlage einer One-way-

ANOVA (Varianzanalyse). */p < 0.05 wurde als signifikant gewertet, **/p < 0.01 wurde als hochsignifikant gewertet. Die Werte 

sind als Mittelwert +/- SEM (Standardfehler des Mittelwertes) dargestellt, n=5-6. 
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Im nächsten Schritt wurden OLN-93 nur mit dem HRE-Luciferaseplasmid 

transfiziert, welches über die Gegenwart der HRE hochspezifisch auf die Bindung 

von HIF-1α reagiert. Die Luciferaseaktivität lässt sich nach sechsstündiger 

Behandlung mit DMF hochsignifikant steigern, während die Stimulation mit MMF 

nur eine Tendenz zur Steigerung zeigt (Abb. 13A). Bei länger andauernder 

Stimulation sind die Auswirkungen von DMF nicht mehr vorfindbar. Diese 

Beobachtung lässt die Aussage zu, dass das von FAE eingeleitete Signal in der Tat 

über HIF-1α induziert wird. 

 

DMSO6h 6h 18h 18h
0

200

400

600

800

***

DMF
MMF

DMSO

6h 18h

A

H
R

E
-L

u
c
ife

ra
s
e
a
k
tiv

itä
t

[n
o
rm

ie
rt

 a
u

f 
a
b

s
o

lu
te

 P
ro

te
in

m
e
n

g
e
]

 

 

Abb. 13 Steigerung der HRE(Hypoxie-responsives Element)-Promotoraktivität durch Fumarsäureestergabe in der 

Zelllinie OLN-93. Darstellung der Steigerung der Luciferaseaktivität nach sechsstündiger Stimulation mit 30 µM 

Dimethylfumarat (DMF; blau) bzw. Monomethylfumarat (MMF; rot) nach vorhergegangener Transfektion mit für HIF-

1α(Hypoxie-induzierter Faktor 1α)-spezifischen HRE-Luciferaseplasmiden (A). Die Werte sind auf entsprechende Kontrollen 

mit Dimethylsulfoxid (DMSO; grau) und auf die Menge an Protein eines jeden Versuchs bezogen. Die Datenanalyse erfolgte 

über die Durchführung von Dunnett’s Multiple Comparison Test auf der Grundlage einer One-way-ANOVA (Varianzanalyse). 

***/p < 0.001 wurde als hochsignifikant gewertet. Die Werte sind als Mittelwert +/- SEM (Standardfehler des Mittelwertes) 

dargestellt, n=9-11. 

 

Anschließend wurde über die Durchführung von Cotransfektionen mit HRE-

Luciferaseplasmiden und der HIF-1α-inhibierenden shRNA 1 ein zusätzlicher 

Beweis für die Beteiligung von HIF-1α in der Signalweiterleitung von FAE in OLN-

93 erbracht. Man sieht, dass DMF in OLN-93 die Luciferaseaktivität steigern kann, 

sofern diese neben HRE-Luciferaseplasmiden nur Leervektoren ohne Funktion 
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internalisiert haben. Die Effekte bleiben aus, sobald shRNAs gegen HIF-1α im Spiel 

sind, die die Signalgebung der FAE über HIF-1α unterbinden (Abb. 14A). 
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Abb. 14 Auswirkung der Fumarsäureesterstimulation auf die Zelllinie OLN-93 nach Cotransfektion mit shRNAs (small 

hairpin Ribonukleinsäuren) gegen HIF-1α (Hypoxie-induzierter Faktor 1α). OLN-93 wurden mit HRE(Hypoxie-

responsives Element)-Luciferaseplasmiden und der für HIF-1α spezifischen shRNA 1 cotransfiziert und anschließend für 

sechs Stunden mit 30 µM Dimethylfumarat (DMF; blau), 30 µM Monomethylfumarat (MMF; rot) oder vergleichbaren Mengen 

an Dimethylsulfoxid (DMSO; grau) versetzt. Die Rohwerte der gemessenen Luciferaseaktivität wurden auf die 

entsprechenden DMSO-Kontrollen und die absolute Proteinmenge normiert (A). Die Datenanalyse erfolgte über die 

Durchführung von Dunnett’s Multiple Comparison Test auf der Grundlage einer One-way-ANOVA (Varianzanalyse). */p < 0.05 

wurde als signifikant gewertet. Die Werte sind als Mittelwert +/- SEM (Standardfehler des Mittelwertes) dargestellt, n=5-6. 

 

Zusammengefasst sprechen die Erkenntnisse aus den Transfektionsversuchen für 

eine eminent wichtige Rolle von Nrf2 und HIF-1α bei der durch FAE induzierten 

Signalfortleitung in OLN-93. 

 

3.5.  Effekte der FAE auf die Laktatshuttlehypothese in OLN-93 und Wildtyp-

OPCs 

Das Oligodendrozyten-Neuronen-Laktatshuttle stellt einen wichtigen Beitrag in der 

Aufrechterhaltung der Hirnhomöostase dar und birgt über die Steigerung seiner 

Aktivität Möglichkeiten der unterstützenden Energiebereitstellung für Neurone. 

Dabei interagiert HIF-1α über die Induktion der Glykolyse und der damit 
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verbundenen Steigerung der Laktatproduktion indirekt mit dem Laktatshuttle. Bisher 

ist nicht untersucht, ob FAE einen positiven Einfluss auf das Laktatshuttle ausüben 

können. Um dies zu beurteilen, wurde die Laktatproduktion der Zellen nach FAE-

Exposition gemessen, indem aus den Zellüberständen die Menge an Laktat 

bestimmt wurde. Da das Oligodendrozyten-Neuronen-Laktatshuttle in engem 

Zusammenhang mit dem Laktattransporter MCT-1 steht und dieser speziell auf 

Oligodendrozyten exprimiert ist, wurde außerdem die mRNA des Transporters 

exemplarisch mittels qPCR auf transkriptionelle Beeinflussbarkeit durch FAE 

untersucht. 

Über die Quantifizierungen der Laktatmenge und der mRNA-Level von MCT-1 aus 

OLN-93 wird ersichtlich, dass die Zelllinie weder nach DMF- noch nach MMF-

Exposition eine Reaktion im Sinne einer Exportsteigerung von Laktat zeigt (Abb. 

15A und 15B). 
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Abb. 15 Verhalten der Laktatproduktion und der Expression von MCT-1 (Monocarboxylattransporter 1) in der Zelllinie 

OLN-93 nach Fumarsäureesterbehandlung. Darstellung der über Laktatassays ermittelten Laktatmenge (A) und der 

mRNA(messenger Ribonukleinsäure)-Level an MCT-1 (B), quantifiziert über qPCR (quantitative Polymerasekettenreaktion) 

in OLN-93 nach Stimulation mit 30 µM Diethylfumarat (DEF; grün), bezogen auf unbehandelte Kontrollen (weiß), bzw. 30 µM 

Dimethylfumarat (DMF; blau) oder 30 µM Monomethylfumarat (MMF; rot) in Bezug auf entsprechende Kontrollen mit 

Dimethylsulfoxid (DMSO; grau). Die Zellen wurden für die Messung der Laktatmenge für sechs Stunden stimuliert, für die 

Quantifizierung der MCT-1-Expression wurde eine Zeitreihe aus drei, sechs und achtzehn Stunden erstellt. Die Datenanalyse 

erfolgte über die Durchführung von Dunnett’s Multiple Comparison Test auf der Grundlage einer One-way-ANOVA 

(Varianzanalyse). */p < 0.05 wurde als signifikant gewertet. Die Werte sind als Mittelwert +/- SEM (Standardfehler des 

Mittelwertes) dargestellt, n=6-12. 
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Effekte stellen sich hingegen in OPCs aus Wildtyptieren ein, wo nach sechs 

Stunden eine Laktatproduktion durch die Behandlung mit MMF sichtbar wird (Abb. 

16A). Für DMF ergeben sich keine signifikanten Abweichungen im Vergleich zur 

DMSO-Kontrolle ebenso wenig wie für länger andauernde Behandlungen mit den 

beiden untersuchten FAE. Vergleichbar mit den Beobachtungen in OLN-93 tritt 

keine Erhöhung der Transkriptionsrate von MCT-1 nach Stimulation mit DMF und 

MMF auf (Abb. 16B). 
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Abb. 16 Steigerung von extrazellulärem Laktat bei OPCs (Oligodendrozytenvorläuferzellen) aus Wildtypmäusen nach 

Exposition mit Monomethylfumarat. Veranschaulichung der Laktatmenge (A) und der mRNA(messenger 

Ribonukleinsäure)-Level an MCT-1 (Monocarboxylattransporter 1) (B) aus Wildtyp-OPCs nach deren Stimulation mit 30 µM 

Diethylfumarat (DEF), Dimethylfumarat (DMF) oder Monomethylfumarat (MMF). Die Zellen wurden für die Messung der 

Laktatmenge für sechs Stunden stimuliert, für die Quantifizierung der MCT-1-Expression wurde eine Zeitreihe aus drei, sechs 

und achtzehn Stunden erstellt. Die Rohwerte wurden mittels Laktatassay bzw. qPCR (quantitative Polymerasekettenreaktion) 

erhoben und im Falle von DEF (grün) auf unbehandelte Kontrollen (weiß) oder im Falle von DMF (blau) und MMF (rot) auf mit 

Dimethylsulfoxid (DMSO) behandelten Kontrollen (grau) normiert. Die Datenanalyse erfolgte über die Durchführung von 

Dunnett’s Multiple Comparison Test auf der Grundlage einer One-way-ANOVA (Varianzanalyse). ***/p < 0.001 wurde als 

hochsignifikant gewertet. Die Werte sind als Mittelwert +/- SEM (Standardfehler des Mittelwertes) dargestellt, n=6-12 (n=2-3 

für DEF und den Zeitpunkt 3h). 
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3.6. Untersuchung von OPCs aus mSOD1(G93A)-Mäusen 

3.6.1. FAE-Einfluss auf die Nrf2-Signalkaskade in transgenen OPCs 

In Bezug auf die Untersuchung von Wildtypzellen kann keine Aussage über die 

Relevanz der Ergebnisse im Rahmen der ALS getroffen werden. Aus diesem Grund 

besteht großes Interesse an der Frage, ob die Gabe der FAE auch in mutierten 

Zellen Effekte hat und ähnliche Ergebnisse zustande bringen kann wie in 

unmutierten OPCs. Dies wäre hinweisend darauf, ob der Gedanke, FAE in der ALS-

Therapie zu erwägen, überhaupt sinnvoll ist. Umgekehrt könnte das Ausbleiben 

einer Reaktion auf FAE auf eine Störung in diesen Zellen hindeuten, die in der 

Diskussion als ALS-Entstehungsmechanismus Aufmerksamkeit finden könnte. 

Daher bestand ein weiterer Versuch darin, OPCs aus der mSOD1(G93A)-Mauslinie 

zu isolieren und deren Verhalten in einem eigenen Experiment exemplarisch zu 

beurteilen. Wir finden trotz einiger Abweichungen zu den Wildtypzellen ein 

ähnliches Reaktionsmuster der transgenen OPCs nach FAE-Stimulation.  

Der direkte Vergleich in Bezug auf die Expression von Nrf2 zeigt, dass transgene 

OPCs über die kurzfristige dreistündige Gabe von MMF trotz eines etwas 

geringeren Maßes ebenso stimulierbar sind wie die Wildtyp-OPCs (Abb. 17A). Wo 

in wildtypischen OPCs die Gabe von DMF bereits nach sechs Stunden sichtliche 

Wirkung erzeugt, tritt dieser Effekt in transgenen Zellen mit zeitlicher Verschiebung 

aber gleichem Ausmaß nach achtzehn Stunden ein. Die signifikante 

Expressionssteigerung von Nrf2 nach sechsstündiger MMF-Gabe in transgenen 

OPCs bleibt allerdings aus. Bei der Quantifizierung der HO-1-mRNA zeigt sich, dass 

DMF nach achtzehn Stunden eine Expressionssteigerung bewirkt, was in Wildtyp-

OPCs bereits nach sechs Stunden auftritt (Abb. 17B). HO-1 reagiert in transgenen 

OPCs sensibler als in den entsprechenden Wildtypgeschwistern, da hier die Höhe 

der Expression durch DMF deutlicher ausfällt und zusätzlich auch DEF 

hochsignifikante Ergebnisse hervorbringt. Parallelen zur Situation in Wildtypmäusen 

lassen sich auch bei der Untersuchung der zeitlichen Zusammenhänge bei der 

NQO1 nach MMF-Stimulation in transgenen OPCs feststellen, da der Maximaleffekt 

wieder nach drei Stunden eintritt, obwohl die Höhe der Steigerung im Vergleich zu 

den Wildtypen geringer ausfällt (Abb. 17C). Zusätzlich bewirkt DMF auch hier 

wieder einen signifikanten Effekt nach achtzehn Stunden, den wir in Wildtyp-Zellen 

nicht beobachten können. Wir halten damit fest, dass der Nrf2-Signalweg auch in 

transgenen ALS-Mäusen potenziell zugänglich für die FAE-Therapie ist. 
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Abb. 17 Steigerung der mRNA(messenger Ribonukleinsäure)-Level von Nrf2 (Nukleärer Faktor (erythroid-derived 2)-

like 2) und den Nrf2-Zielgenen HO-1 (Hämoxygenase 1) und NQO1 (NAD(P)H-Quinone-Oxidoreduktase 1) nach 

Fumarsäureesterstimulation in primären OPCs (Oligodendrozytenvorläuferzellen) aus transgenen ALS(Amyotrophe 

Lateralsklerose)-Mäusen. Positives Ansprechen der Transkription von Nrf2 (A), HO-1 (B) und NQO1 (C) in OPCs aus 

mSOD1(G93A)-Mäusen nach Gabe von 30 µM Diethylfumarat (DEF; grün) bezogen auf unbehandelte Kontrollen (weiß) bzw. 

30 µM Dimethylfumarat (DMF; blau) oder Monomethylfumarat (MMF; rot) bezogen auf Dimethylsulfoxid-Kontrollen (DMSO; 

grau). Die Analyse wurde nach der Erstellung einer Zeitreihe (3; 6; 18 Stunden) mit qPCR (quantitative 

Polymerasekettenreaktion) durchgeführt. Die Datenanalyse erfolgte über die Durchführung von Dunnett’s Multiple 

Comparison Test auf der Grundlage einer One-way-ANOVA (Varianzanalyse). */p < 0.05 wurde als signifikant gewertet, **/p 

< 0.01 und ***/p < 0.001 wurde als hochsignifikant gewertet. Die Werte sind als Mittelwert +/- SEM (Standardfehler des 

Mittelwertes) dargestellt, n=6-9 (n=3 für DEF und den Zeitpunkt 3h). 
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3.6.2. FAE-Einfluss auf die HIF-1α-Signalkaskade in transgenen OPCs 

Auch für die Interpretation der Wirkung der FAE auf den HIF-1α-Signalweg ist es 

wichtig, die Vorgänge zusätzlich in mutierten mSOD1(G93A)-OPCs zu 

untersuchen. Um zu ergründen, ob hier durch die Mutation Hindernisse mit Störung 

der konsequenten Fortleitung der Signale aufgebaut werden, wurden OPCs aus 

ALS-Mäusen isoliert und die Expression der HIF-1α-Zielgene nach FAE-Gabe 

bestimmt. 

Die Expression von VEGF verhält sich in den Zellen aus den transgenen Tieren 

recht ähnlich zu der in Wildtypen, da ebenfalls signifikante Ergebnisse nach 

achtzehnstündiger DMF-Gabe dokumentiert werden können. Das Maximum der 

Steigerung liegt dabei etwas tiefer als in den äquivalenten Wildtypzellen (Abb. 18A). 

Weitere Gemeinsamkeiten ergibt der Vergleich von transgenen und wildtypischen 

OPCs im Hinblick auf die Glut-1-Expression: diese wird in beiden Zelltypen nach 

kurzfristiger Stimulation mit MMF für drei Stunden und nach längerfristiger 

Stimulation mit DMF für achtzehn Stunden auf eine vergleichbare Höhe gesteigert 

(Abb. 18B). Bei der Untersuchung der Ldha und der PDHA in transgenen Zellen 

lassen sich ähnliche Ergebnisse wie in Wildtyp-OPCs nachvollziehen, da keine der 

untersuchten Substanzen noch Zeitpunkte ein signifikantes Ergebnis erbringen 

(Abb. 18C und 18D). Damit scheint die Induktion des HIF-1α-Signalwegs in den 

mutierten Zellen in vergleichbarer Ausprägung intakt zu sein wie in den unmutierten 

Zellen. 
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Abb. 18 Expressionssteigerung der Zielgene von HIF-1α (Hypoxie-induzierter Faktor 1α) durch Fumarsäureester in 

OPCs (Oligodendrozytenvorläuferzellen) aus transgenen SOD1(Superoxiddismutase 1)-Mäusen. Darstellung der über 

qPCR (quantitative Polymerasekettenreaktion) bestimmten mRNA(messenger Ribonukleinsäure)-Level von VEGF 

(vaskulärer endothelialer Wachstumsfaktor) (A), des Glukosetransporters Glut-1 (B), der Laktatdehydrogenase A (Ldha) (C) 

und der Pyruvatdehydrogenase A (PDHA) (D) in OPCs  aus transgenen mSOD1(G93A)-Mäusen nach Stimulation mit 30 µM 

Diethylfumarat (DEF; grün), bezogen auf unbehandelte Kontrollen (weiß), bzw. 30 µM Dimethylfumarat (DMF; blau) oder 30 

µM Monomethylfumarat (MMF; rot) mit Bezug auf entsprechende Dimethylsulfoxid-Kontrollen (DMSO; grau). Die Ergebnisse 

sind separat für die Behandlungszeitpunkte drei, sechs und achtzehn Stunden dargestellt. Die Datenanalyse erfolgte über die 

Durchführung von Dunnett’s Multiple Comparison Test auf der Grundlage einer One-way-ANOVA (Varianzanalyse). */p < 0.05 

wurde als signifikant gewertet, **/p < 0.01 wurde als hochsignifikant gewertet. Die Werte sind als Mittelwert +/- SEM 

(Standardfehler des Mittelwertes) dargestellt, n=6-9 (n=3 für DEF und den Zeitpunkt 3h). 
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Wie einleitend dargestellt, besteht im Tiermodell eine enge Verbindung zwischen 

ALS-Symptomen und der Anwesenheit von VEGF. Es ist daher sinnvoll neben den 

bisherigen Versuchen noch zu untersuchen, ob sich die gesteigerte Transkription 

von VEGF auch in OPCs aus transgenen ALS-Mäusen in einer tatsächlichen 

Proteinanhäufung niederschlägt. Tatsächlich sehen wir, wie DMF die extrazelluläre 

VEGF-Menge signifikant anhebt (Abb. 19A). Genau wie in den wildtypischen Zellen 

bewirkt MMF hingegen nichts dergleichen. 
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Abb. 19 Steigerung der Produktion von VEGF (vaskulärer endothelialer Wachstumsfaktor) durch Dimethylfumarat in 

OPCs (Oligodendrozytenvorläuferzellen) aus transgenen mSOD1(G93A)-Mäusen. Messung der Proteinmenge von 

VEGF aus dem Überstand von transgenen OPCs (A) nach achtzehnstündiger Stimulation mit 30 µM Dimethylfumarat (DMF; 

blau), 30 µM Monomethylfumarat (MMF; rot) oder Dimethylsulfoxid (DMSO; grau). Nach Durchführung des ELISAs (Enzyme 

Linked Immunosorbent Assay) wurden die Rohwerte auf die absolute Proteinmenge und die DMSO-Kontrollen bezogen. Die 

Datenanalyse erfolgte über die Durchführung von Dunnett’s Multiple Comparison Test auf der Grundlage einer One-way-

ANOVA (Varianzanalyse). **/p < 0.01 wurde als hochsignifikant gewertet. Die Werte sind als Mittelwert +/- SEM 

(Standardfehler des Mittelwertes) dargestellt, n=6-8. 

 

3.6.3. FAE-Einfluss auf die Laktatshuttlehypothese in transgenen OPCs 

Auch Zellen aus den transgenen mSOD1(G93A)-Tieren können über FAE-Gabe 

positiv zur Laktatproduktion animiert werden. MMF ist hier der entscheidende 

Auslöser (Abb. 20A). Als wichtiges Detail sei hervorzuheben, dass die 

Laktatsteigerung bei den transgenen Mäusen im Kontrast zu den Wildtyptieren erst 

verzögert nach achtzehn Stunden anstatt bereits nach sechs Stunden auftritt. 

Allerdings ist das Ausmaß des Mengenzuwachses an Laktat im Medium von 
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transgenen OPCs mit dem aus Wildtypen vergleichbar. Was die Untersuchung der 

Expression von MCT-1 nach FAE-Stimulation in transgenen OPCs betrifft, so zeigen 

sich hier leichte Unterschiede zu den Ergebnissen in Wildtyptieren. Im Gegensatz 

zur dort dokumentierten ausbleibenden Steigerung kann man in transgenen OPCs 

einen signifikanten Anstieg der mRNA-Level von MCT-1 als Antwort auf die DMF-

Gabe nach sechs Stunden beobachten (Abb. 20B). 
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Abb. 20 Steigerung der Laktatproduktion und der Expression von MCT-1 (Monocarboxylattransporter 1) in 

transgenen OPCs (Oligodendrozytenvorläuferzellen) durch Fumarsäureester. Darstellung der über Laktatassays 

ermittelten Laktatmenge (A) und der mRNA(messenger Ribonukleinsäure)-Level an MCT-1 (B), quantifiziert über qPCR 

(quantitative Polymerasekettenreaktion) in OPCs aus transgenen mSOD1(G93A)-Mäusen nach Stimulation mit 30 µM 

Diethylfumarat (DEF; grün), bezogen auf unbehandelte Kontrollen (weiß), bzw. 30 µM Dimethylfumarat (DMF; blau) oder 30 

µM Monomethylfumarat (MMF; rot) mit Bezug auf entsprechende Dimethylsulfoxid-Kontrollen (DMSO; grau). Die Zellen 

wurden für die Messung der Laktatmenge für sechs oder achtzehn Stunden stimuliert, für die Quantifizierung der MCT-1-

Expression wurde eine Zeitreihe aus drei, sechs und achtzehn Stunden erstellt. Die Datenanalyse erfolgte über die 

Durchführung von Dunnett’s Multiple Comparison Test auf der Grundlage einer One-way-ANOVA (Varianzanalyse). */p < 0.05 

wurde als signifikant gewertet, ***/p < 0.001 wurde als hochsignifikant gewertet. Die Werte sind als Mittelwert +/- SEM 

(Standardfehler des Mittelwertes) dargestellt, n=6-12 (n=3 für DEF und den Zeitpunkt 3h). 

 

Als wichtige Erkenntnis ist hier festzuhalten, dass bei der Beeinflussung des 

Laktatshuttles vor allem MMF eine zentrale Rolle zu spielen scheint. Dies ist vor 
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allem deshalb von übergeordnetem Interesse, da bei der Charakterisierung des 

Einflusses von Fumarsäureester auf den Signalweg von HIF-1α und Nrf2 in 

besonderem Maße DMF als Taktgeber fungiert. Damit wirken sich DMF und MMF, 

obwohl die Pharmakodynamik beider Stoffe in der Bildung von intrazellulärem 

Fumarat resultiert, positiv auf unterschiedliche Nischen des OPC-Metabolismus 

aus.  
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4. DISKUSSION 

Diese Arbeit widmete sich der Frage, ob die zwei Signalwege von HIF-1α und Nrf2 

in Oligodendrozyten durch FAE in positiver Weise beeinflusst werden können und 

ob darüber auch die Laktatproduktion der Zellen stimuliert werden kann. In der Tat 

konnte gezeigt werden, dass dies sowohl in der Oligodendrozytenzelllinie OLN-93 

als auch in Oligodendrozytenvorläufern (OPCs) möglich ist. Kurz gefasst führen 

FAE in beiden Zellarten zur Induktion von HIF-1α-Zielgenen und zu einer 

gesteigerten VEGF-Produktion, die auf die Stabilisierung von HIF-1α als 

ursächlichen Mechanismus zurückgeführt werden kann. Wie in den 

Arbeitshypothesen bereits formuliert, führte die FAE-Stimulation ebenfalls zu einer 

erhöhten Menge an Laktat im Umgebungsmedium. Zusätzlich zur Induktion von 

HIF-1α-Zielgenen waren auch Nrf2-Zielgene über FAE in positivem Sinne 

beeinflussbar, sodass wir einen geteilten Wirkmechanismus der FAE in OPCs und 

OLN-93 feststellen können. In den folgenden Ausführungen sollen die 

Beobachtungen dieser Arbeit diskutiert und im Zusammenhang des aktuellen 

Forschungsstandes im Hinblick auf neurodegenerative Erkrankungen beurteilt 

werden. 

 

4.1. Einsatz von FAE bei der ALS 

Seitdem DMF als Pharmakotherapie bei der Multiplen Sklerose untersucht wird, ist 

bekannt, dass Fumarat neben der immunmodulatorischen Komponente auch über 

Neuroprotektion wirkt und damit einen dualen Wirkmechanismus besitzt (Albrecht 

et al., 2012). Mit dieser Arbeit konnten wir ein Puzzlestück in der komplexen 

Wirkungsweise von Fumarat hinzufügen: Fumarat scheint seine Wirkung zusätzlich 

zur Beeinflussung von Neuronen auch über Gliazellen, und zwar im Speziellen über 

Oligodendrozyten, entfalten zu können. Die Tatsache, dass Fumarat in 

Oligodendrozyten Signalwege aktiviert, die für ihre gewinnbringende Funktion bei 

Neurodegeneration bekannt sind (Albrecht et al., 2012; Correia und Moreira, 2010), 

gibt Hinweise darauf, dass Fumarat multimodale Angriffspunkte hat, die sich zum 

Teil erst sekundär in der beschriebenen Neuroprotektion niederschlagen. Gerade 

im Hinblick auf Erkrankungen, wo Oligodendrozyten Mitverursacher sind, ist daher 

der Einsatz von Fumarat umso mehr zu diskutieren. Neben der MS, bei der die 

Gabe von DMF therapeutisch bereits zugelassen ist (Venci und Gandhi, 2013), ist 

damit auch die ALS ein potentieller Kandidat für den Einsatz von Fumarat. Hier 
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rücken mehr und mehr Oligodendrozyten und deren Vorläufer als 

krankheitsassoziierte Zellen in den Fokus der Aufmerksamkeit, da unter anderem 

eine Steigerung der Differenzierungs- und Proliferationsrate der OPCs mit Bildung 

dysmorpher Oligodendrozyten im Verlauf ersichtlich ist (Kang et al., 2010; Kang et 

al., 2013; Philips et al., 2013; Philips und Rothstein, 2014). OPCs reagieren sehr 

sensibel auf oxidativen Stress, indem ihre weitere Ausdifferenzierung und 

Proliferation dadurch blockiert wird (Gard et al., 2001; Khwaja und Volpe, 2008; 

Miyamoto et al., 2013). Dies liegt vor allem an der bevorstehenden 

energieaufwändigen Myelinsynthese und wenig zur Verfügung stehendem 

antioxidativem Gluthation (Juurlink et al., 1998). Da gerade für die ALS ein direkter 

Zusammenhang mit ROS besteht, scheinen OPCs in diesem Szenario ins 

Hintertreffen zu geraten. Aufgrund der oben erwähnten Reifungsstörung bei ALS-

Oligodendrozyten wäre es für die Zukunft von großem Interesse, zu untersuchen, 

ob sich FAE auch auf die Ausdifferenzierung von OPCs in unreife und reife 

Oligodendrozyten auswirken. Für Neurone ist HIF-1α als Differenzierungsfaktor 

wichtig (Zhao et al., 2014b), sodass man die gleiche Funktion auch in 

Oligodendrozyten propagieren kann. Kürzlich konnte dies von Yuen et al. (2014) 

bestätigt werden. HIF-1α scheint insbesondere in den Frühphasen der OPC-

Entwicklung durch Hypoxie hochreguliert zu werden, um über VEGF eine bessere 

Gefäßversorgung der Zellen sicherzustellen. Sobald diese gewährleistet ist, scheint 

sich die weitere Überexpression von HIF-1α jedoch eher schädlich auf OPCs 

auszuwirken, da dies zu Hypomyelinisierung führt. Damit ist festzuhalten, dass die 

Gabe von FAE für die Ausreifung der OPCs zum richtigen Zeitpunkt unterstützend 

wirken kann. Ob dies auch mit einer ALS-Pathologie funktioniert, muss noch 

untersucht werden. 

Aus den zellulären Funktionsstörungen bei der ALS ergibt sich eine essentielle 

Frage: Wenn Oligodendrozyten, wie gezeigt wurde, auf Fumarat ansprechen, tun 

sie dies auch in einem gestörten Umfeld mit gestörter Zellphysiologie? Die 

Ergebnisse dieser Arbeit geben Anlass zur Vermutung, dass dies bei Vorliegen der 

mSOD1(G93A)-Mutation der Fall ist, da hier quantitativ ähnlich ausgeprägte Effekte 

erzielt werden können wie in Wildtyp-OPCs. Da in dieser Arbeit keine anderen ALS-

bedingten Mutationen untersucht wurden, ist weder eine Aussage zur Situation in 

Oligodendrozyten aus anderen ALS-Mausmodellen geschweige denn zu 

Oligodendrozyten aus gesunden Personen und ALS-Erkrankten möglich. Vor allem 
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die humane Situation in vivo muss zukünftig untersucht werden. Gerade weil die 

ALS mit ihren verschiedenen Verlaufsformen und den zugrundeliegenden 

Mutationen im Menschen eine sehr heterogene Erkrankung darstellt, sind 

Medikamentenforschungen an Tiermodellen oft nicht aussagekräftig und nicht auf 

die humane Erkrankung übertragbar (Bento-Abreu et al., 2010; McGoldrick et al., 

2013; Philips und Robberecht, 2011; Sreedharan und Brown, 2013). In erster Linie 

ist es daher nötig, geeignete klinische Studien mit Fumarat zu etablieren und 

Inhomogenitäten in der Studienpopulation, die Effekte kaschieren könnten, 

auszubalancieren. 

 

4.2. Relevanz der untersuchten Signalwege bei der ALS 

Der Grund, warum bei der ALS gerade die Induktion der drei Signalkaskaden 

sinnvoll erscheint, ergibt sich aus den Endpunkten, in denen diese münden. Der 

Pathomechanismus der ALS wird nach wie vor kontrovers diskutiert. In vielen 

Arbeiten konnte allerdings herausgearbeitet werden, dass Motoneurone bei der 

ALS in besonderem Maß oxidativem Stress ausgesetzt sind, was zum Beispiel 

durch erhöhte Biomarker für ROS in ALS-Patientenproben belegt werden kann 

(LoGerfo et al., 2014; Niedzielska et al., 2015). Da Motoneurone per se sehr 

vulnerabel auf oxidative Stressoren reagieren (Parkes et al., 1998), könnte diese 

zusätzliche ROS-Belastung in der ALS das Maß der Kompensation übersteigen. Die 

ideale Reaktion in dieser Situation scheint die Erhöhung des antioxidativen 

Zellhaushalts, was über die Induktion von Nrf2 und seiner Zielgene erreicht werden 

kann (Linker et al., 2011). Über diesen Weg steigt die Proteinmenge an 

intrazellulärer HO-1 und NQO1, welche sehr effektiv ROS abfangen können und 

damit den oxidativen Stress minimieren (Chen et al., 2006; Ghoreschi et al., 2011). 

Im Rahmen der ALS-Forschung fallen jedoch immer mehr Anhaltspunkte ins Auge, 

dass Stationen des Nrf2-Signalwegs Störungen aufweisen. Zum Beispiel wird Nrf2 

in Motoneuronen und Gliazellen von mSOD1(G93A)-Mäusen im Endstadium 

überexprimiert, wobei die Signalkaskade, anders als in Gliazellen, wo auch die 

Zielgene überexprimiert werden, in Motoneuronen nicht in der Überexpression der 

Zielgene mündet (Mimoto et al., 2012). Die Reaktion der Motoneurone kann als 

Störung in der Signalfortleitung dieses Signalwegs in den ALS-Mäusen interpretiert 

werden, während die Gliazellreaktion als Versuch der Kompensation auf den 

anfallenden oxidativen Stress gewertet werden kann. Über die Induktion von Nrf2 in 
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Astrozyten konnte zudem das Überleben von ALS-Mäusen verlängert werden, was 

die Aussage untermauert, dass die Induktion des Nrf2-Signalwegs im Rahmen der 

ALS positive Auswirkungen zu haben scheint (Vargas et al., 2008). Bei genauerer 

Betrachtung erscheint es daher sinnvoll, diesen Mechanismus 

pharmakotherapeutisch zum Beispiel über FAE zu unterstützen. 

Dass die Nrf2-Induktion über FAE-Gabe möglich ist, wurde in der Literatur bereits 

in Neuronen, Astrozyten, reifen Oligodendrozyten und OPCs gezeigt (Albrecht et 

al., 2012; Linker et al., 2011; Scannevin et al., 2012). Linker et al. (2011) stellten 

dabei fest, dass die Nrf2-Induktion besonders prominent in reifen Oligodendrozyten 

ist. Mit unseren Experimenten konnten wir die Ergebnisse von Scannevin et al. 

(2012), eine Nrf2-Induktion in OPCs aus Ratten- und Humanzellen nach 

sechsstündiger DMF- und achtzehnstündiger MMF-Stimulation herbeizuführen, 

nicht replizieren. Warum wir trotz eines sehr ähnlichen Versuchsaufbaus keine Nrf2-

Induktion in unseren verwendeten Zellen finden, liegt möglicherweise an der 

Herkunft der Zellen aus Mäusen, an der unterschiedlichen FAE-Dosierung oder an 

anderen Umgebungsbedingungen. In unserem Experiment wurden nur zwei 

Zeitpunkte untersucht, sodass es auch möglich ist, dass der optimale 

Detektionszeitpunkt verpasst wurde. Da die Mehrheit der Nrf2-Zielgene bereits nach 

drei Stunden die maximale Expressionssteigerung aufweist, wäre es denkbar, dass 

in murinen OPCs die Induktion von Nrf2 bereits zu diesem Zeitpunkt maximal eintritt. 

Zwar können wir über die Transfektionsuntersuchungen der OLN-93 die Aussage 

treffen, dass Nrf2 in der Steigerung der Zielgenexpression beteiligt ist, allerdings 

können wir nicht mit Sicherheit sagen, ob dies über eine Induktion von Nrf2 

verursacht wird. 

Wiesner et al. (2013) konnten zeigen, dass Neurone über FAE die Transkription von 

Nrf2-Zielgenen selbst steigern können. Damit verfügen sie über eigene Reserven 

zur Abwendung oxidativer Schädigung. Verschiedene Gliazellen wie Astrozyten und 

OPCs haben dieselbe Möglichkeit der Expressionssteigerung von Nrf2-Zielgenen 

(Wiesner et al., 2013) und zumindest Astrozyten können darüber indirekt Neurone 

schützen (Kraft et al., 2004). Konzentriert man sich allerdings auf die HIF-1α-

Signalkaskade, schaffen es Neurone nicht, in adäquater Weise auf FAE mit einer 

Induktion von HIF-1α-Signalgenen zu antworten (Wiesner et al., 2013). Dieses 

Defizit muss von den umgebenden Gliazellen kompensiert werden, sodass bei HIF-

1α von einer gliazellspezifischen Induktion gesprochen wird. Einen Effekt, den wir 
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uns nach FAE-Stimulation für die Motoneurone erhoffen, ist die Mitnutzung der 

Ressourcen von HIF-1α der umgebenden Oligodendrozyten. Indem der 

Metabolismus in Gliazellen durch FAE via HIF-1α auf Glykolyse umgestellt wird, 

können Energiereserven für Motoneurone mobilisiert werden (Semenza, 2011). 

Dies ist besonders aus dem Grund wichtig, weil Motoneurone nur ein begrenztes 

Spektrum in der Steigerung ihrer Glykolyseaktivität haben, sodass sie gerade bei 

schnelleintretenden Energierestriktionen an ihre Grenzen stoßen (Almeida et al., 

2001). Daher scheint der Einsatz von FAE besonders dann sinnvoll, wenn 

Motoneurone unter unerwarteten energetischen Mangelzuständen leiden, wie 

beispielsweise bei der ALS, wo ein defizitärer Glukosestoffwechsel bereits früh in 

Motorregionen von mSOD1(G93A)-Mäusen auftritt (Browne et al., 2006). In 

transgenen mSOD1(G93A)-Mäusen wird HIF-1α im Endstadium in Motoneuronen 

und vor allem in Gliazellen überexprimiert, was bei gleich alten Wildtyptieren nicht 

geschieht (Sato et al., 2012). Es könnte sich hierbei um eine kompensatorische 

Steigerung durch eine krankheitsbedingte Desensibilisierung des Organismus oder 

durch eine fehlerhafte Signalweiterleitung handeln. Es wurden dabei nur Astrozyten 

und Mikroglia untersucht, sodass in diesem Punkt keine Aussage zum Verhalten 

von Oligodendrozyten getroffen werden kann. Trotz allem dürfen Spekulationen 

über die Bedeutung für diese Arbeit angestellt werden: diese Entdeckung legt nahe, 

dass gerade bei der ALS die Gliazellen in ihrer HIF-1α-Akkumulation mittels FAE 

unterstützt werden könnten. 

 

4.3. ALS und VEGF 

Deletionen im HRE des VEGF-Genpromotors haben ALS-ähnliche Symptome zur 

Folge, ebenso wie der Entzug von VEGF in mSOD1(G93A)-Mäusen, deren 

Symptomatik dadurch aggraviert (Lambrechts et al., 2003; Oosthuyse et al., 2001). 

Außerdem steigert die Substitution von VEGF in mSOD1(G93A)-Mäusen deren 

Überleben und mindert die Krankheitssymptome über Prävention des 

Motoneuronuntergangs, auch wenn der Krankheitsbeginn schon eingetreten ist 

(Azzouz et al., 2004). Der Ansatz, HIF-1α über FAE anzuhäufen, gründet daher 

auch in der Annahme, dass darüber eine Steigerung der VEGF-Produktion erreicht 

werden kann, um über die Initiierung einer pseudohypoxischen Reaktion ein 

neurotrophes Milieu herzustellen, von dem Motoneurone profitieren können. Die 

Situation in ALS-Patienten lässt darauf schließen, dass auch dort ein Prozess im 
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VEGF-Mechanismus gestört zu sein scheint, da im Liquor dieser Kohorte im 

Frühstadium ein Mangel an VEGF vorherrscht (Devos et al., 2004). Nagara et al. 

(2013) fanden heraus, dass in Vorderhornzellen von ALS-Patienten im Vergleich zu 

gesunden Kontrollpersonen HIF-1α in erhöhter und VEGF in erniedrigter 

Konzentration vorliegt, was die Autoren als Störung im zytoplasmatischen-

nukleären Transport von HIF-1α einordnen. Diese Funktionsstörung scheint sich in 

ALS-Patienten besonders unter hypoxischen Bedingungen negativ auszuwirken, 

weil hier im Vergleich zu ALS-Kontrollen unter Normoxie kein Anstieg der VEGF-

Konzentration auftritt (Moreau et al., 2006). In diesem Fall wäre es für die 

Motoneurone von Vorteil, ihren Bedarf an VEGF anderweitig beispielsweise über 

Gliazellen zu decken. Da Oligodendrozyten über FAE zur Produktionssteigerung 

von VEGF animiert werden können, könnte dies eine Möglichkeit für ALS-

Motoneurone darstellen, an neuroprotektives VEGF zu gelangen. Aktuell werden 

klinische Phase-I- und Phase-II-Studien an ALS-Patienten durchgeführt, die 

intrazerebroventrikuläres VEGF erhalten (Keifer et al., 2014). Die Ergebnisse dieser 

Studie werden unsererseits mit Spannung erwartet, da der wirkungsvolle Einsatz 

dieser invasiven VEGF-Substitution auch neue Einschätzungen für die Verwendung 

von Fumarat mit sich bringen könnte. 

 

4.4. ALS und Laktat 

Über die Anregung der Laktatproduktion in Oligodendrozyten wäre es denkbar, dass 

FAE mit der Induktion des Oligodendrozyten-Neuronen-Laktatshuttles einen dritten 

Angriffspunkt bedienen, der im Endeffekt ein besseres Nahrungsangebot für 

Motoneurone sicherstellt, die damit gerade Mangelzeiten stressarm überstehen 

könnten (Funfschilling et al., 2012). Motoneurone sind bedingt durch ihre Anatomie 

mit ihren langen Axonen, die durch die Myelinisierung nur wenig Kontakt zum 

umgebenden Milieu haben, unter metabolischen Gesichtspunkten auf die 

Unterstützung von Oligodendrozyten angewiesen (Nave, 2010a). Außerdem sind 

Neurone in Bezug auf das Nahrungsmittelangebot recht wählerisch und 

verstoffwechseln neben Glukose gerade unter Stress bevorzugt Laktat (Schurr et 

al., 1997). Der Grund dafür ist, dass von Laktat als Ausgangsmetabolit weniger 

Umwandlungsschritte bis hin zur ATP-Produktion nötig sind als von Glukose und 

zusätzlich keine initiale ATP-Investition wie bei Glukose nötig ist (Bliss et al., 2004). 

Im Liquor von mSOD1(G93A)-Mäusen finden sich reduzierte Spiegel an Laktat 
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(Ferraiuolo et al., 2011). Außerdem ist in der Arbeit von Lee et al. (2012) 

beschrieben, dass MCT-1 bei ALS-Patienten in reduzierter Form exprimiert wird. 

Für OPCs ist auch bekannt, dass sie in mSOD1(G93A)-Mäusen weniger MCT-1 und 

MBP als Myelinmarker exprimieren, sodass hier von einem Funktionsdefizit in der 

metabolischen Unterstützung und der Myelinisierung ausgegangen werden muss 

(Philips et al., 2013). Damit kann spekuliert werden, ob bei der ALS die 

Bereitstellung von Laktat für Motoneurone fehlerhaft ist. Ähnlich zu unseren 

Ergebnissen finden sich auch in der Arbeit von Isaacs et al. (2005) Hinweise, dass 

Fumarat zur Mehrsynthese von Laktat führt. Umso mehr rücken damit unsere 

Ergebnisse der Laktatproduktionssteigerung in OPCs in ein für die ALS-Therapie 

zuträgliches Licht. 

Dadurch, dass über HIF-1α eine Umstellung des Stoffwechsels über Induktion der 

Glykolyse mit gleichzeitiger Hemmung der Atmungskette vollzogen wird (Semenza, 

2011), ist es möglich, dass diese beiden Wege gekoppelt sind und der Laktatexport 

ebenfalls über die Anreicherung von HIF-1α vermittelt wird. Eine interessante 

Entdeckung machten Colegio et al. (2014), als sie feststellten, dass Laktat 

umgekehrt ein Induktor für die HIF-1α-Stabilisierung sein kann. Daraus ergeben 

sich zwei Möglichkeiten der Interpretation: entweder kommt es über die durch FAE 

eingeleitete HIF-1α-Stabilisierung zur Laktatüberproduktion. Damit würde ein sich 

selbst verstärkender Mechanismus entstehen, indem das über HIF-1α 

angereicherte Laktat die HIF-1α-Stabilisierung über ein Feedbacksignal unterhält. 

Die zweite Art der Interpretation wäre, dass FAE über einen noch unbekannten 

Mechanismus direkt die Überproduktion von Laktat bewirken, was dann sekundär 

HIF-1α akkumulieren ließe. Zum aktuellen Zeitpunkt sind nur Spekulationen zu 

diesen beiden Erklärungsansätzen möglich, sodass zur Beantwortung weitere 

Forschung betrieben werden muss.  

Mit großer Wahrscheinlichkeit geschieht die Ausschleusung von Laktat aus OPCs 

nicht wie vermutet über ein Mehrangebot von MCT-1, da bei Wildtypzellen keine 

Induktion der MCT-1-Genexpression durch FAE nachgewiesen werden konnte. 

Ullah et al. (2006) konnten zeigen, dass MCT-1 im Gegensatz zu MCT-4 nicht über 

HIF-1α überexprimiert werden kann. Diese Aussage können wir mit unseren 

Ergebnissen in Wildtyp-OPCs untermauern. Neben MCT-1 spielt im Rahmen des 

Oligodendrozyten-Neuronen-Laktatshuttles zusätzlich MCT-2 eine wichtige Rolle, 

sodass auch eine Expressionssteigerung von MCT-2 auf Motoneuronen über FAE 
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zu diskutieren ist. Neurone können bei Überexpression ihrer MCT-2-Transporter 

und vermehrtem Laktatimport vor dem Zelluntergang durch exzitotoxischen Stress 

bewahrt werden, sodass sich dieser Diskussionspunkt als ein weiterer 

Mechanismus der FAE herausstellen könnte (Bliss et al., 2004). Auch zu diesem 

Punkt haben Ullah et al. (2006) bereits Vorarbeit an anderen Zelltypen als Neuronen 

geleistet, wo sie eine Überexpression von MCT-2 durch HIF-1α verneinen konnten. 

Dennoch besteht weiterhin die Möglichkeit, dass dies in Neuronen durch FAE 

möglich ist, sodass hierzu weitere Experimente durchgeführt werden sollten. 

Der Vergleich von MCT-1 in Wildtypzellen und transgenen Zellen ergibt 

Abweichungen nach der FAE-Stimulation, die hinweisend darauf sein könnten, dass 

an dieser Stelle eine mechanistische Störung vorliegt, die ALS-assoziiert sein 

könnte. Noch wichtiger als diese Beobachtung ist allerdings, dass die transgenen 

Zellen trotz der Störung auf Kosten einer zeitlichen Verzögerung quantitativ auf den 

gleichen Laktatexport kommen wie die Wildtypzellen. Somit scheinen 

Kompensationsmechanismen der transgenen Zellen zu existieren, mit denen sie 

sich ähnliche Konditionen wie die Wildtypzellen schaffen können. Insgesamt 

erscheint Fumarat damit auch für die Induktion dieses Signalwegs für die ALS-

Therapie einsetzbar.  

 

4.5. ALS und Oligodendrozyten 

Über den Vergleich der Zelllinie OLN-93 mit OPCs aus Wildtyptieren konnten wir 

die unterschiedliche Physiologie der beiden Zelltypen in Bezug auf 

Fumarsäureester explorieren und feststellen, dass OLN-93 zum Teil sensibler auf 

die Stimulation reagieren als die Primärkulturen. Im Besonderen fällt dies bei der 

Expressionssteigerung der Nrf2-Zielgene auf, die in OLN-93-Zellen zum Teil extrem 

hoch ausfällt. Über die Gründe, warum dies der Fall ist, kann nur spekuliert werden. 

Generell spiegelt die Zelllinie hier eher weniger die nach den Arbeitshypothesen zu 

erwartenden Ergebnisse wieder. Zum Beispiel tritt bei der Untersuchung der PDHA 

statt einer Transkriptionshemmung über den negativen Einfluss von HIF-1α der 

gegenteilige Effekt mit Steigerung der Expression ein. Dies mag seinen Ursprung 

darin haben, dass Zelllinien wie OLN-93 durch den Immortalisierungsvorgang auch 

in ihrer Physiologie verändert werden (Carnero et al., 2015). Beispielsweise konnten 

wir auch beobachten, dass die Rohwerte der Laktatproduktion in OLN-93 im 

Gegensatz zu den primären OPCs um ein Vielfaches höher ausfielen, was für eine 
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Veränderung des Energiemetabolismus in diesen Zellen spricht. Trotz dieser hohen 

Ausgangwerte sehen wir in OLN-93 keinen signifikant höheren Laktatexport durch 

FAE, was unter anderem durch die Überexpression der PDHA bedingt sein könnte, 

die die Laktatbildung in diesen Zellen untergräbt. Die Arbeitsgruppe um Thiessen et 

al. (2010) stellte bei ihrer Untersuchung von OLN-93 ebenfalls Unterschiede zu 

sekundären Oligodendrozytenkulturen fest. Die Übertragbarkeit der Effekte in 

Zelllinien auf die Situation in vivo ist daher nicht immer eins zu eins möglich und 

erklärt möglicherweise die Diskrepanzen. Außerdem sind OLN-93, erkennbar an 

ihrer Ausstattung mit Oberflächenantigenen, eher der Gruppe der unreifen 

Oligodendrozyten anstatt der Oligodendrozytenvorläufer zuzuordnen (Richter-

Landsberg und Heinrich, 1996). Aufgrund dessen ist es möglich, dass sich 

reifungsbedingt Veränderungen in der Zellphysiologie ergeben, die ein solches 

Ergebnis hervorbringen. Besonders interessant wäre in diesem Zusammenhang 

daher auch die Untersuchung der Reaktion von unreifen und reifen 

Oligodendrozyten aus primären Zellkulturen auf FAE, um den Faktor der 

Immortalisierung beurteilen zu können. Damit könnte eine verlässlichere und für die 

Beurteilung der FAE-Reaktion repräsentativere Aussage getroffen werden.  

Experimente mit reifen Oligodendrozyten wären auch deshalb interessant, weil 

momentan noch nicht mit Sicherheit feststeht, welche Entwicklungsstufe der 

Oligodendrozyten bei der ALS vordergründig betroffen ist und am 

Krankheitsgeschehen mitwirkt. Da auch reife Oligodendrozyten Pathologien im 

Rahmen der ALS aufweisen, wäre es sinnvoll, reife transgene Zellen auf deren 

Reagibilität nach FAE-Stimulation zu untersuchen (Brettschneider et al., 2014; 

Niebroj-Dobosz et al., 2007). Vor allem die Auswirkungen von FAE auf das 

Laktatshuttle in ausgereiften Zellen ist von großem Interesse: wir wissen, dass 

OPCs, bedingt durch ihren noch in der Entwicklung befindlichen Status, zur 

Verfügung stehende Energie in erster Linie für den eigenen Metabolismus 

verwenden und sich unter hypoglykämischen Bedingungen nicht weiter 

ausdifferenzieren, proliferieren oder migrieren (Yan und Rivkees, 2006; Zuppinger 

et al., 1981). In diesem Stadium nehmen sie selbst zusätzlich zu Glucose Laktat 

über MCT-1 auf (Rinholm et al., 2011; Sanchez-Abarca et al., 2001). Sobald die 

Myelinisierung abgeschlossen ist, kehrt sich diese auf den eigenen Stoffwechsel 

zentrierte Orientierung um, sodass der reife Oligodendrozyt in der Lage ist, ihn 

umgebende Neurone mit für ihn überschüssigen Nährstoffen zu versorgen 
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(Funfschilling 2012). Störungen in diesem Szenario zum Beispiel in Form eines 

Mangels an MCT-1 kommen auch in ALS-Patienten zum Tragen (Lee et al., 2012). 

Typischerweise wird bei einem Knock-out von MCT-1 trotz des Ursprungs in 

Oligodendrozyten eine Neurodegeneration ohne begleitende Demyelinisierung 

beobachtet (Lee et al., 2012): dies ist ein klassisches Merkmal der ALS. Die 

Behandlung von ausgereiften Oligodendrozyten mit FAE könnte Aufschluss darüber 

geben, ob die in dieser Arbeit beschriebene Stimulierbarkeit der Vorläuferzellen 

durch die Generationen erhalten bleibt. Gerade weil reife Oligodendrozyten und 

nicht etwa OPCs die zentralen Funktionäre im Oligodendrozyten-Neuronen-

Laktatshuttle sind, kann nur über reife Oligodendrozyten beurteilt werden, ob das 

Oligodendrozyten-Neuronen-Laktatshuttle über FAE induzierbar ist.  

 

4.6. Oligodendrozyten versus Astrozyten bei der ALS 

Wiesner et al. (2013) konnten kürzlich zeigen, dass HIF-1α auch in Astrozyten über 

FAE zur Akkumulation gebracht werden kann. Vergleichbar mit unseren 

Ergebnissen führt DMF auch in Astrozyten zur Überexpression verschiedener HIF-

1α-Zielgene sowie zur Produktionssteigerung von VEGF im Umgebungsmedium. 

Darüber hinaus sind in Astrozyten auch Nrf2-Zielgene durch FAE beeinflussbar. Ein 

wichtiger Unterschied der Astrozyten zu den Oligodendrozyten ist allerdings die 

Höhe der Induktion der beiden Signalwege. Vergleicht man in dieser Arbeit die 

Maximaleffekte im Nrf2- und im HIF-1α-Signalweg, fällt auf, dass in 

Oligodendrozyten beide in gleichem Ausmaß gesteigert werden. Vor allem aus den 

Transfektionsversuchen mit der VEGF-Luciferase wird dies ersichtlich, da der HIF-

1α-Knock-down zur völligen Reduktion der Effekte auf das Ausgangsniveau führt. 

Gleiches gilt für den Nrf2-Knock-down, sodass hier beide Signalwege einen 

vergleichbar großen Anteil an den Effekten haben. In Astrozyten hingegen scheint 

Nrf2 eine prominentere Rolle bei der FAE-Einwirkung zu spielen. Außerdem ist es 

in Astrozyten aus mSOD1(G93A)-Mäusen im Unterschied zu unseren Ergebnissen 

nicht möglich, sie in vergleichbarem Ausmaß zur HIF-1α-Stabilisierung zu 

stimulieren wie Wildtypastrozyten. Der Nrf2-Signalweg ist in Astrozyten dagegen 

ohne Einschränkung auch in transgenen Tieren induzierbar. Es können nur 

Vermutungen angestellt werden, worin die Ursache dafür liegt. Möglich wären 

beispielsweise Unterschiede in der Expression des mutierten SOD1-Proteins in den 

beiden Gliaarten, die sich in Astrozyten aus ALS-Mäusen als Störung in der 
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Fortleitung des FAE-Signals auf HIF-1α manifestiert, Oligodendrozyten aus ALS-

Mäusen aber unbeeinflusst lässt. Dieses Defizit der Astrozyten könnte den Einsatz 

von FAE als ALS-Medikamente im Hinblick auf die Zugewinne auf den HIF-1α-

Signalweg erschweren. Genauso gut könnten aber die zuträglichen Auswirkungen 

auf HIF-1α in transgenen Oligodendrozyten diesen Mangel aufwiegen, sodass eine 

Symptomreduktion bei ALS-Patienten dennoch eintreten könnte. Für die 

Beantwortung dieser Frage führt kein Weg an der Testung der Substanzen in vivo 

vorbei. 

 

4.7. FAE-Derivate in der Diskussion 

Eine weitere entscheidende Entdeckung dieser Arbeit war die vorwiegend selektive 

Induktion der Laktatproduktion über MMF, wohingegen HIF-1α und Nrf2 besonders 

effizient von DMF beeinflusst werden. Diese Erkenntnis eröffnet neue Ansätze zur 

Beurteilung des Einsatzes der beiden Substanzen DMF und MMF in der 

therapeutischen Praxis. Warum DMF und MMF eine so unterschiedliche Reaktion 

aufweisen, ist mit den bisher vorliegenden wissenschaftlichen Daten nicht zu 

beantworten. Glaubt man den Erkenntnissen aus der Literatur, sollte sich die 

Wirkung von DMF nicht sonderlich zu der von MMF unterscheiden, da DMF durch 

zelluläre Esterasen rapide zu MMF verstoffwechselt wird (Werdenberg et al., 2003). 

Im Endeffekt sollte die Exposition von DMF zu einer Steigerung von MMF im 

Umgebungsmilieu führen, was einer direkten MMF-Gabe gleichkommen sollte. 

Dennoch beobachten wir ein unterschiedliches Bild zur Theorie. Interessanterweise 

tauchen diese Diskrepanzen auch bei anderen Arbeitsgruppen auf (Schilling et al., 

2006; Thiessen et al., 2010). Zum einen könnte man diese Beobachtung so 

einordnen, dass durch die Abspaltung der Methylgruppe von DMF ein zusätzlicher 

Signalweg in Gang kommt, der die Unterschiede erklärt. Eine weitere Erklärung 

könnte sein, dass MMF durch die fehlende Methylgruppe kinetisch anders 

aufgenommen wird als DMF, auch wenn es dafür noch keine konkreten 

Erklärungsansätze in der Literatur gibt. Die Antwort auf die Frage, ob diese 

Unterschiede wie in diesem Projekt nur in vitro auftreten oder auch in vivo 

nachgewiesen werden können, bleiben wir schuldig. Deshalb ist es von immensem 

Interesse für die Beurteilung von DMF in der Behandlung von neurodegenerativen 

Erkrankungen im Menschen, diesen Fragen im lebenden Organismus 

nachzugehen.  
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Warum bei unseren Ergebnissen die Entfaltung der maximalen DMF-Wirkung 

länger dauert als die von MMF, widerspricht vielen Publikationen anderer 

Laborgruppen. Albrecht et al. (2012) beschreiben beispielsweise, dass sich ein 

protektiver Effekt von MMF im Vergleich zu DMF erst extrem verzögert einstellt. 

Auch bei Scannevin et al. (2012) treten die MMF-Effekte erst mit einer Latenz ein. 

Der Grund, warum wir in unserer Arbeit eine abweichende Dynamik beobachten, ist 

unklar. Möglicherweise liegt dies an unterschiedlichen Untersuchungsqualitäten. In 

der Arbeit von Albrecht et al. (2012) wurden zum Beispiel neuronale Zellen auf ihr 

Überleben untersucht, sodass die Unterschiede zelltypbedingt bzw. durch die 

Messung einer anderen Zielgröße bedingt sein könnten. Eine zweite Erklärung 

könnte die Durchführung der Experimente unter unterschiedlichen 

Laborbedingungen sein. Die Effekte, die unter FAE-Stimulation auftreten, sind je 

nach Stimulationslänge unterschiedlich ausgeprägt. Die Synthese einiger 

Myelinlipide sinkt beispielsweise in einer Oligodendrozytenzelllinie nach DMF-Gabe 

für 24 Stunden ab, bevor sie anschließend nach 72 Stunden wieder steigt (Huang 

et al., 2015). Daher wäre eine Untersuchung der fokussierten Signalwege in unserer 

Arbeit auf lange Sicht sicherlich auch sinnvoll. Dies ist auch deshalb wichtig, weil 

für den pharmakologischen Einsatz von FAE länger bestehende 

Medikamentenspiegel im Körper erreicht werden, die sich anders auswirken 

könnten, als die kurzfristige Stimulation für maximal achtzehn Stunden wie in dieser 

Arbeit. 

In der Literatur findet sich ein Beispiel, in welchem DMF auch als inhibitorischer 

Faktor für die Funktion von HIF-1α beschrieben wird (Zhao et al., 2014a). Allerdings 

entdeckten die Autoren dieser Arbeit diesen Zusammenhang in Osteoblastenzellen, 

was die gegensätzlichen Ergebnisse zu unserer Arbeit hinreichend erklären kann. 

Damit scheint DMF auch organspezifisch einen variablen Einfluss auf diesen 

Signalweg zu besitzen. 

Die Untersuchung von DEF wurde im Verlauf der Versuchsphase eingestellt, da 

sich in der Expressionsuntersuchung der verschiedenen Zielgene oft nur sehr 

geringe und zum Teil auch keine signifikanten Effekte abzeichneten. Diese 

Entdeckung machen auch andere Arbeitsgruppen, so zum Beispiel Nibbering et al. 

(1993), die für ethyliertes Fumarat im Gegensatz zu methylierten Derivaten keine 

Stimulation von Granulozyten nachweisen konnten. Bei Psoriasispatienten wird 

DMF in Kombination mit einer ethylierten Fumaratform (Monoethylfumarat/MEF) 
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verabreicht, da DMF alleine in dieser Erkrankung weniger wirkungsvoll ist als in 

Kombination mit MEF (Litjens et al., 2004a). Bei der MS-Therapie reicht DMF als 

Einzelsubstanz für die Behandlung aus (Rote Liste, 2016). Da DEF bisher nicht 

therapeutisch eingesetzt wird, wurde entschieden, weitere Versuche einzustellen 

und sich auf Tests mit DMF und MMF zu konzentrieren. 

 

4.8. HIF-1α und MS 

Neben der ALS gibt es verschiedene andere neurodegenerative Erkrankungen, wie 

M. Alzheimer, M. Parkinson, M. Huntington oder Multiple Sklerose. Für diese 

Erkrankungen gibt es mehr und mehr Anhaltspunkte, dass auch dort 

Dysregulationen von HIF-1α vorzufinden sind (Correia und Moreira, 2010; Deng et 

al., 2016). Fortfolgend wollen wir unsere Aufmerksamkeit im Besonderen noch auf 

die Multiple Sklerose richten und die Möglichkeit der HIF-1α-Beteiligung auch in 

dieser Erkrankung vor dem Hintergrund unserer Ergebnisse diskutieren.  

Ursächlich für die Entstehung der MS ist die durch Inflammation bedingte 

progrediente Schädigung von reifen Oligodendrozyten und einer gleichzeitig 

auftretenden Neurodegeneration (Louapre und Lubetzki, 2015; Trapp et al., 1998). 

An der stattfindenden Remyelinisierung sind vordergründig OPCs beteiligt, wobei 

ihre Differenzierung im chronifizierten Stadium ins Stocken gerät (Kuhlmann et al., 

2008; Levine et al., 2001). Vor diesem Gesichtspunkt sind die Ergebnisse dieser 

Arbeit auch für die Multiple Sklerose wichtig. Die axonale Schädigung ist nicht nur 

durch die inflammatorische Demyelinisierung bedingt, sondern auch durch ein 

metabolisches Defizit der Neuronen in Form einer durch Sauerstoffmangel 

auftretenden Energierestriktion, wie die Publikation von Davies et al. (2013) zeigt. 

Dies äußert sich auch darin, dass chronisch demyelinisierte Neurone vermehrt 

Mitochondrien anreichern (Andrews et al., 2006). Im Liquor von MS-Patienten sind 

die Laktatspiegel wahrscheinlich als Zeichen einer Dysfunktion im mitochondrialen 

Energiemetabolismus erhöht (Regenold et al., 2008). Damit ist auch bei der MS die 

Beteiligung des Oligodendrozyten-Neuronen-Laktatshuttles an der neuronalen 

Energieversorgung zu diskutieren, auch wenn die metabolischen Probleme in der 

MS anderer Art zu sein scheinen als bei der ALS. Unsere Ergebnisse lassen 

vermuten, dass HIF-1α zumindest in Oligodendrozytenvorläufern eine 

Schlüsselfunktion für deren Homöostase einnehmen. Gerade der 

Pathomechanismus der MS ausgehend von Oligodendrozyten legt die Frage nahe, 
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ob auch hier HIF-1α in seiner Funktionalität verändert ist. Der Einsatz von DMF in 

der MS-Therapie reduziert die Rückfallrate der Erkrankung nachweislich (Gold et 

al., 2012). Bisher wurde in diesem Zusammenhang vor allem der Einfluss von 

antioxidativem Nrf2 als essentieller Faktor betont, da oxidativer Stress auch bei der 

Multiplen Sklerose eine entscheidende Ursache zu sein scheint (Albrecht et al., 

2012; Linker et al., 2011). Kürzlich wurde jedoch publiziert, dass FAE bei Knock-out 

von Nrf2 in einem MS-Mausmodell trotzdem antiinflammatorische und 

immunmodulatorische Aktivität besitzen, was für die Mitwirkung zusätzlicher 

Vermittlermoleküle spricht (Schulze-Topphoff et al., 2016). Die Ergebnisse unserer 

Arbeit bringen HIF-1α als glykolytisches und vaskulogenes Molekül in die 

Diskussion der neuroprotektiven Effekte. Sun et al. (2010) konnten zeigen, dass 

Oligodendrozyten bei der MS durch Methylprednisolon über die Akkumulation von 

HIF-1α vor exzitatorischem Stress bewahrt werden können. Es wurde außerdem 

bereits gezeigt, dass in aktiven Läsionen der weißen Hirnsubstanz mit 

nachgewiesener Oligodendrozytenapoptose ein Überangebot an HIF-1α herrscht 

(Aboul-Enein et al., 2003). Dies wird von den Autoren als reaktive Produktion von 

HIF-1α auf hypoxieähnliche Zustände interpretiert. Wenn dies tatsächlich der Fall 

ist, ist es denkbar, dass Oligodendrozyten in der MS-Therapie vom zusätzlichen 

Angebot von HIF-1α durch FAE-Gabe profitieren. Der Plausibilität dieser Hypothese 

wurde jedoch bisher noch nicht in Form von wissenschaftlichen Experimenten 

nachgegangen. 

 

4.9. Fazit 

Zusammengefasst ist uns in dieser Arbeit der Beweis gelungen, dass FAE in 

Oligodendrozytenvorläufern Signalwege von HIF-1α und Nrf2 induzieren und die 

Laktatproduktion steigern können. Diese Erkenntnis ist vordergründig von 

Interesse, weil sich dadurch innovative Einschätzungen und neue Optionen für den 

Einsatz dieser Medikamente bei neurodegenerativen Erkrankungen eröffnen. Vor 

allem im Hinblick auf die ALS, wo zurzeit nur Riluzol als signifikant wirksames 

Medikament auf dem Markt erhältlich ist, legen die Entdeckungen dieser Arbeit 

nahe, das Potenzial von FAE als Therapeutika auszutesten. Durch die jahrelange 

Etablierung als Medikament bei Psoriasispatienten und das gut verträgliche, 

risikoarme Nebenwirkungsprofil wäre die Initiierung der Erprobung am Menschen 

zügig möglich (Altmeyer et al., 1994; Gold et al., 2012). 



73 
 

5. ZUSAMMENFASSUNG 

Die Amyotrophe Lateralsklerose (ALS) ist eine innerhalb von wenigen Jahren fatal 

verlaufende Motoneuronerkrankung mit bisher sehr begrenzten 

pharmakotherapeutischen Maßnahmen. Erst kürzlich wurde für die Therapie der 

Multiplen Sklerose, einer ebenfalls neurodegenerativen Erkrankung, mit der 

Zulassung von Dimethylfumarat (DMF) aus der Gruppe der Fumarsäureester (FAE), 

ein neuer medikamentöser Ansatz gefunden, der über die Beeinflussung 

verschiedener Ansatzpunkte neuroprotektive Eigenschaften an den Tag legt. Neben 

der Induktion des antioxidativen Transkriptionsfaktors Nrf2 (Nukleärer Faktor 

(erythroid-derived 2)-like 2) bewirken FAE eine Stabilisierung des Hypoxie-

induzierten Faktors 1α (HIF-1α), der in Zellen über die Expressionssteigerung des 

Wachstumsfaktors VEGF (vaskulärer endothelialer Wachstumsfaktor) vaskulogen 

und über die Induktion verschiedener Enzyme den Zellstoffwechsel auf Glykolyse 

ausrichtet. Neben diesen beiden Signalkaskaden, die in verschiedener Art und 

Weise pathomechanistisch mit der ALS in Verbindung gebracht werden, fokussiert 

sich die ALS-Forschung zunehmend auf die Untersuchung des Oligodendrozyten-

Neuronen-Laktat-Shuttles. Dabei handelt es sich um ein Modell für die metabolische 

Versorgung von Neuronen über einen Laktattransfer aus Oligodendrozyten, das bei 

der ALS an verschiedenen Stellen gestört zu sein scheint. In Bezug auf das 

Laktatshuttle wurde bisher nicht untersucht, ob über FAE eine Steigerung der 

Transportkapazität erreicht werden kann. 

In dieser Arbeit wurden die Oligodendrozytenzelllinie OLN-93 und primäre 

Oligodendrozytenvorläuferzellen (OPCs) aus Mäusepräparationen mit den FAE-

Derivaten Dimethylfumarat (DMF) und Monomethylfumarat (MMF) stimuliert und 

verschiedene Stationen der Signalwege von Nrf2, HIF-1α und des 

Oligodendrozyten-Neuronen-Laktatshuttles auf Funktionalität untersucht. Um die 

Verbindung zur ALS herzustellen, führten wir zusätzlich Experimente mit OPCs aus 

dem transgenen ALS-Mausmodell mSOD1(G93A) durch, um auch das Ansprechen 

dieser mutierten Zellen auf FAE zu testen. Die drei Haupthypothesen dieser Arbeit 

lauteten dabei: 

 

(I) FAE stabilisieren HIF-1α in OPCs und der Zelllinie OLN-93 

(II) FAE induzieren Nrf2 in OPCs und der Zelllinie OLN-93 

(III) FAE steigern die Laktatproduktion in OPCs und der Zelllinie OLN-93 
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Sowohl für die Zelllinie OLN-93 als auch für OPCs aus Wildtyptieren und transgenen 

SOD1-Mäusen konnten wir diese Hypothesen bestätigen. Damit wirkt FAE in den 

untersuchten Oligodendrozyten in vitro in dreifacher Weise neuroprotektiv: erstens 

über die Induktion des neuroprotektiven Transkriptionsfaktors Nrf2, zweitens über 

die Expressionssteigerung des neuroprotektiven Wachstumsfaktors VEGF und 

drittens über die Überproduktion des neuroprotektiven Nährstoffs Laktat. Mit diesen 

Ergebnissen der Oligodendrozytenreaktion auf FAE können wir neue Erkenntnisse 

zur Einschätzung von DMF als ALS-Therapeutikum liefern. Gerade da 

Oligodendrozyten und ihre Vorläufer mehr und mehr mit der Entstehung einer ALS 

in Verbindung gebracht werden, erscheint es sinnvoll, die Dysfunktionen dieser 

Zellen mit therapeutischen Mitteln gezielt zu überwinden. Wie wir zeigen konnten, 

besitzen FAE dazu das Potenzial. Aus diesem Grund sollten sie zukünftig als 

pharmakotherapeutischer Ansatz für die ALS-Therapie in Betracht gezogen 

werden.  
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