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EINLEITUNG

1 Beschreibung des medizinischen Problems

Nach den Unterlagen des Zentrums fur Krebsregisterdaten des Robert-Koch-Instituts
wurden 2016 482.500 Patientinnen und Patienten allein in Deutschland mit einer
onkologischen Erkrankung erstdiagnostiziert. Damit zéhlen maligne
Tumorerkrankungen zu den haufigsten Todesursachen bei Frauen (22%) und
Méannern (28%) gleichermal3en [1]. Fir viele dieser Patienten stellt die Behandlung mit
zytotoxischen Medikamenten einen entscheidenden Teil ihrer Therapie dar. Die
durchschnittliche Uberlebensrate von Patientinnen und Patienten mit malignen
Tumorerkrankungen erhdhte sich zwischen 1977 und 2009 drastisch (49% vs. 68%),
weshalb (persistierende) Nebenwirkungen einer Zytostatikabehandlung mittlerweile zu
den wichtigsten Komplikationen von Tumortherapien zahlen und ein ungelostes
medizinisches Problem darstellen [2]. Mit einer Pravalenz von 0,5% der
Gesamtbevoilkerung zahlen neurologische Folgeerkrankungen zu den haufigsten
unerwiinschten Nebenwirkungen einer zytotoxischen Therapie [3] und sind damit
haufiger als beispielsweise das idiopathische Parkinsonsyndrom oder die Multiple
Sklerose. Sie tragen entscheidend zu einer weiteren Abnahme der Lebensqualitat von
Tumorpatienten bei und stellen einen der wichtigsten Gruinde flr prognoserelevante
Therapielimitierungen dar. Gegenwartig existieren keine kausalen Therapieoptionen
und symptomatische Behandlungen sind oft unbefriedigend.

Die Entwicklung einer Chemotherapie-induzierten Neuropathie (CIN) stellt eine gut
beschriebene unerwiinschte Folgeerkrankung des peripheren Nervensystems (PNS)
dar, welche in ihrer Pathophysiologie jedoch weiterhin nur unzureichend verstanden
ist. Die betroffenen Patienten leiden unter Hyp-, Par- und Dyséasthesien,

Feinmotorikstérungen, Gangstdrungen/ Ataxie und neuropathischen Schmerzen.



Besonders letztere sind oftmals nur unzureichend mit etablierten
Schmerzmedikamenten behandelbar [4]. Obwohl die CIN zumeist durch eine
sensorische axonale Neuropathie gekennzeichnet ist, kbnnen auch Schéaden an den
motorischen Fasern auftreten (zusammengefasst in [5]). Wahrend einige Patienten
eine Besserung ihrer Symptome nach Beendigung der Chemotherapie erfahren,
berichten viele Patienten von persistierenden Symptomen einer (small fibre)
Neuropathie, zumeist Parasthesien und Schmerzen, auch noch mehrere Jahre nach
Therapiebeendigung [6]. Bislang sind nur wenige Prognosefaktoren fur die
Entwicklung einer CIN wie eine vorbestehende Neuropathie, Diabetes mellitus oder
eine Niereninsuffizienz bekannt [7]. Eine zuverlassige Vorhersage, welche Patienten
eine CIN entwickeln und von welchem Schweregrad, ist gegenwartig jedoch noch nicht
maoglich. Trotz der hohen klinischen Relevanz dieses Krankheitsbhildes — je nach
appliziertem Zytostatikum kdnnen bis zu 90% der Patienten betroffen sein — werden
vergleichsweise ~ wenig  Forschungsanstrengungen  aufgewandt um  die
pathophysiologischen Grundlagen besser zu verstehen. Bislang sind die
zugrundeliegenden Mechanismen, warum zytotoxische Substanzen ausgerechnet
post-mitotische Nervenzellen schadigen, nur unzureichend verstanden. Es wird jedoch
deutlich, dass sich fur viele Zytostatika die Pathomechanismen der Neurotoxizitat vom
primaren Wirkmechanismus der Substanzen unterscheiden, was eine Neuroprotektion
bei gleichzeitigem Erhalt der antineoplastischen Wirkung ermdglicht.

Im Gegensatz zur CIN sind Veranderungen der kognitiven Funktionen nach
Chemotherapie (post-chemotherapy cognitive impairment (PCCIl)) — in der
Laienpresse oft als ,Chemobrain’ oder ,Chemodemenz’ bezeichnet — eher diffus und
erst in den letzten Jahren in den Mittelpunkt des wissenschaftlichen Interesses
geruckt. Betroffene Patientinnen und Patienten mit PCCI beklagen haufig eine

Abnahme ihrer verbalen und visuo-konstruktiven Fahigkeiten, der Konzentration,



Aufmerksamkeit und Informationsverarbeitungsgeschwindigkeit (zusammengefasst in
[8]). Im Gegensatz zum PNS, ist das Gehirn durch die Blut-Hirn-Schranke vor Noxen
geschutzt. Jedoch wurde PCCI auch bei Patienten beschrieben, welche eine
Chemotherapie mit schlechter Blut-Hirn-Schrankenpenetranz erhielten [9]. Bis zu 50%
der Patienten schildern Stérungen der kognitiven Funktionen in zeitlichem
Zusammenhang zur Chemotherapie [10]. Verschiedene Metaanalysen bestatigen,
dass vor allem die Doméanen des verbalen und visuo-konstruktiven Gedachtnisses
betroffen sind [11, 12], die beide stark von der funktionellen Integritdt des
Hippocampus abhangen. Jedoch weisen die Kklinischen Daten eine grolRe
Heterogenitat auf, die auf verschiedene Faktoren zurickzufihren ist: 1)
unzureichender Ausschluss von konkurrierenden Einflussfaktoren, 2) die Verwendung
von uneinheitlichen neuropsychologischen Testverfahren und 3) Fehlen von
adaquaten Kontrollgruppen (zusammengefasst in [8]). Dennoch zeigen unter anderem
auch radiologische Studien, dass eine neurobiologische Grundlage fir PCCI
wahrscheinlich ist und dass es sich nicht nur um ein Epiphanomen der
Tumorerkrankung handelt [13, 14].

Fur eine Vielzahl von neurologischen Erkrankungen wie z.B. dem ischamischen
Schlaganfall oder der Alzheimer Demenz ist bislang die Translation neuroprotektiver
Strategien von der Préklinik zur Klinik aufgrund des nicht vorsehbaren
Schadigungszeitpunktes weitestgehend gescheitert. Im Gegensatz zu diesen
Erkrankungen ist dieser bei der Zytostatika-induzierten Neurotoxizitat jedoch klar
definiert, was einen entscheidenden Vorteil bei der Entwicklung und Anwendung

neuroprotektiver Verfahren darstellt.
2 Zusammenfassung des bisherigen Erkenntnisstands

Die Pathomechanismen der Neurotoxizitdt unterscheiden sich zwischen den

zytotoxischen Substanzen. Paclitaxel (PTX) ist ein das Tubulin-Zytoskelett-
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stabilisierendes Agens, welches sehr haufig in der Behandlung solider Tumore wie
dem Mammakarzinom, Ovarialkarzinom, nicht-kleinzelligem Bronchialkarzinom und
weiteren eingesetzt wird [15]. Fur die Paclitaxel-induzierte Neuropathie konnte bislang
nachgewiesen werden, dass nanomolare Konzentrationen von Paclitaxel in
neuronalen Zellen innerhalb von Sekunden zu einer positiven Modulation des Inositol-
1,4,5-triphosphat-Rezeptors (InsPsR) durch das Neuronale Calcium Sensor 1-Protein
(NCS-1) fuhren, welche einen Calciumausstrom (Ca?*) aus dem endoplasmatischen
Retikulum (ER) ins Zytosol bewirkt [16, 17]. Der Anstieg des zytosolischen Ca?* fuhrt
zur Aktivierung der Ca?*-abhangigen Protease Calpain, welche zum einen tber die
Aktivierung von Caspase-9 und Caspase-3/7 klassische intrazellulare
Apoptosemechanismen ansto3t und zum anderen zum Abbau von NCS-1 fuhrt [18].
Nachfolgend konnte demonstriert werden, dass Lithiumionen (Li*) spezifisch die durch
Paclitaxel induzierte Interaktion des NCS-1 mit dem InsPsR unterbinden und so die
Entstehung einer Paclitaxel-induzierten Neuropathie im Zellkultur- und Tiermodell
verhindern kénnen [19, 20].

Der intrazellularen Signalkaskade vorangeschaltet ist die Passage von Paclitaxel tiber
die Zellmembran Gegenstand wissenschaftlicher Forschung. Trotz der lipophilen
Eigenschaften des Paclitaxel konnte belegt werden, dass der Transport von Paclitaxel
Uber die Zellmembran Uber organische Anionentransporterpolypeptide (OATP)
stattfindet und eine genetische Defizienz von OATP1B2 im knockout-Tiermodell die
Entstehung der Paclitaxel-induzierten Neuropathie unterbindet. Gleiches konnte tber
eine spezifische Inhibition dieses Transporters mit dem Tyrosinkinaseinhibitor Nilotinib
erreicht werden [21]. Den direkten intrazellularen Apoptosemechanismen
nachgeschaltet scheinen zudem sekundére Immunreaktionen entscheidend zur

Paclitaxel-induzierten Neuropathie beizutragen: so konnte gezeigt werden, dass es ca.



14 Tage nach Paclitaxelexposition zu einer Uber den Toll-like-Rezeptor 4-vermittelten
Makrophageninfiltration der Spinalganglien kommt [22].

Im Gegensatz zu den Pathomechanismen im PNS, ist bislang sehr wenig bekannt,
was die pathophysiologischen Grundlagen zur Entstehung von kognitiven Defiziten
nach Chemotherapie im zentralen Nervensystem (ZNS) angeht. Verschiedene
Mechanismen werden als pathophysiologisch relevant diskutiert: 1) genetische
Mutationen z.B. im Apolipoprotein E oder Transportproteinen wie dem p-Glykoprotein,
2) DNA Schadigung durch oxidativen Stress, 3) inflammatorisch/ immunologische
Reaktionen mit Freisetzung von (proinflammatorischen) Zytokinen, 4) hormonelle
Einfluisse z.B. durch Ostrogenmangel, 5) Reduktion der endogenen adulten
hippocampalen Neurogenese (zusammengefasst von [23]). Wenn man die klinische
Prasentation Chemotherapie-induzierter kognitiver Defizite mit einer vorrangig
reduzierten verbalen und visuo-konstruktiven Gedachtnisleistung — beides
Hippocampus-vermittelte Funktionen — und zudem Ergebnisse radiologischer Studien
[24] in Betracht zieht, stellen Stérungen der adulten hippocampalen Neurogenese als
zugrundeliegender Pathomechanismus eine interessante Hypothese dar. Bislang
wurden  fur verschiedene  zytotoxische  Substanzen wie Temozolomid,
Cyclophosphamid oder 5-Fluorouracil Alterationen der adulten hippocampalen
Neurogenese mit entsprechenden Lern- und Gedachtnisdefiziten im Tiermodell
nachgewiesen [25, 26]. Obwohl Paclitaxel durch aktiven Transport Uber p-
Glykoproteine rasch wieder aus dem Hirnparenchym ausgeschieden wird [27] und
daher nur geringe Konzentrationen von Paclitaxel im ZNS erreicht werden [28], sind
kognitive Stérungen bei Patienten auch nach Paclitaxeltherapie beschrieben [29]. Die
Interpretation der Ergebnisse ist jedoch nicht unkritisch, da Patienten zumeist eine

Kombination von Chemotherapeutika erhalten und oftmals Rickschlisse der Effekte



auf individuelle Substanzen schwierig sind. Ob Paclitaxel tatséchlich zu kognitiven

Stoérungen fuhrt, war bislang nicht abschliel3end belegt.

3  Zielstellungen der Arbeit

Vor dem Hintergrund der vielen unbeantworteten Fragen bezuglich der
Pathophysiologie Zytostatika-induzierter neurologischer Folgeerkrankungen sind
weitere préaklinische Arbeiten essentiell um entscheidende Schlisselschritte in der
pathophysiologischen Kaskade sowie mdgliche Praventionsstrategien zu
identifizieren. Im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit wurden daher aufbauend auf
den bisherigen Erkenntnissen weitere molekulare Mechanismen untersucht, aus
denen sich neue Praventionsstrategien ableiten lassen. Die zusammengefassten
Einzelarbeiten sollten folgende relevante Forschungsfragestellungen beantworten:

1) Lassen sich neben der bekannten NCS-1/InsPsR Interaktion weitere relevante
Schlusselproteine identifizieren, die an der gestdrten Calciumhomoostase in
neuronalen Zellen nach einer Paclitaxelexposition beteiligt sind? Ergeben sich
daraus neue Praventionsmdglichkeiten?

2) Ist eine gestorte Calciumhomoostase ein substanziubergreifendes Merkmal
Zytostatika-induzierter Neurotoxizitdt und auch am Beispiel von Suramin
nachweisbar?

3) Was sind Schlusselmolekiile der sekundaren Neuro-Immun-Interaktion und
welche Rolle spielen diese in der Entstehung der Paclitaxel-induzierten
Neuropathie?

4) Lassen sich Paclitaxel-induzierte kognitive Defizite im Tiermodell nachweisen?
Liegen diesen a&hnliche Pathomechanismen wie bei der Paclitaxel-induzierten

Neuropathie zugrunde?



5) Welche Bortezomibkonzentrationen lassen sich im ZNS nachweisen? Reichen
diese aus um kognitiven Stdérungen im Tiermodell und bei Patienten

hervorzurufen?

-10 -



EIGENE ARBEITEN

1 Zelltodmechanismen Zytostatika-induzierter Neurotoxizitat im PNS

1.1 Der Einfluss einer Inhibition des transient receptor potential cation channel
subfamily V member 4 lonenkanals (TRPV4) auf die Paclitaxel-induzierte

Neuropathie

,1 RPV4 inhibition prevents paclitaxel-induced neurotoxicity in preclinical models®

(DOI: 10.1016/j.expneurol.2018.04.014)

In friheren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass nhanomolare Konzentrationen von
Paclitaxel bereits nach wenigen Sekunden einen Anstieg der intrazellularen Ca?*
Konzentration in Spinalganglienneuronen (DRGN) induzieren und dass dies durch
eine mittels des NCS-1 Proteins bedingte positive Modulation des InsP3R vermittelt
wird [16, 17]. Es war jedoch nicht nachgewiesen, welcher Subtyp des InsP3R hierflr
verantwortlich ist und ob weitere Schlusselproteine in diese Signalkaskade
eingebunden sind. In der hier vorgestellten Arbeit konnte gezeigt werden, dass in
DRGN der InsP3R1 Subtyp ein retikulares Verteilungsmuster mit Betonung in der
Peripherie nahe der Plasmamembran aufweist [30]. Ein Signal fur InsP3R3 konnte in
DRGN wiederum nicht gezeigt werden, wahrenddessen der Ryanodinrezeptor RYR3
— ein weiterer Ca?* transportierender Kanal — ebenfalls in DRGN nachweisbar war. Mit
Hilfe eines lentiviralen Vektors wurde ein Designerrezeptor (DREADD) in DRGN
transduziert, der exklusiv durch ein ,Designerdrug’ wie Clozapin-N-Oxid (CNO)
aktiviert wird. In Zellen, welche das DREADD exprimieren, kommt es durch Zugabe
von Clozapin-N-Oxid (CNO) zu einer vermehrten Aktivierung des Gq Proteins und
einer Phospholipase C-vermittelten Produktion von InsPs und einem Anstieg des

zytosolischen Ca?*. Transduzierte und tiber den DREADD aktivierte Zellen lassen sich
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mittels eines mCherry-Fluoreszenzsignals dabei sicher detektieren. Die
mikroskopische Visualisierung des Ca?*-Signals offenbarte, dass CNO in DREADD
exprimierenden DRGN zu einem schnellen Anstieg des zytosolischen Ca?* mit einem
starken Fluoreszenzsignal nahe der Plasmamembran, passend zu dem histologischen
Verteilungsmuster des InsP3R1, fuhrt. InsPsR1 Inhibition fihrte zu einer Aufhebung
dieses zytosolischen Ca?* Anstiegs. Nachdem wir histologisch eine hohe
Kolokalisation von InsPsR1 mit dem TRPV4 in DRGN nachweisen konnten,
untersuchten wir den Einfluss einer pharmakologischen TRPV4 Inhibition auf den
InsP3 vermittelten Ca?* Anstieg in DRGN und fanden, dass dieser nach Applikation
des TRPV4 Inhibitor HC067047 deutlich abgeschwécht war. In der Immunprézipitation
aus Spinalgangliengewebe konnten beide Proteine sowohl mit anti-InsP3sR1 als auch
anti-TRPV4 Antikorpern visualisiert werden, was die rdumliche Nahe beider Proteine
in DRGN zeigt. Weiterhin konnte TRPV4 Inhibition dosisabhéangig die Zytotoxizitat von
Paclitaxel im DRGN Zellkulturmodell sowie die Entstehung der Paclitaxel-induzierten
Neuropathie im Mausmodell verhindern. Zusammenfassend konnte die Arbeit
belegen, dass neben der bekannten NCS-1/ InsP3R Interaktion auch das funktionelle
Zusammenspiel von InsP3R1 mit dem TRPV4 Kanal zu der gestorten Ca?*
Homoostase nach Paclitaxelexposition beitragt und dass TRPV4 Inhibition die
Entstehung der Paclitaxel-induzierten Neuropathie im Zellkultur- und Tiermodell
verhindern kann. Dies stellt einen weiter zu verfolgenden mdglichen

Praventionsmechanismus dar.
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Platzhalter:

Boehmerle W*, Huehnchen P*, Lee SLL, Harms C, Endres M. TRPV4 inhibition
prevents paclitaxel-induced neurotoxicity in preclinical models. Experimental
Neurology 2018;306:64. DOI: https://doi.org/10.1016/j.expneurol.2018.04.014.

(* geteilte Autorenschaft)
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1.2 Neuroprotektive Strategien der Suramin-induzierten Neuropathie

»Suramin-Induced Neurotoxicity: Preclinical Models and Neuroprotective Strategies®

(DOI: 10.3390/molecules23020346)

Fur einige Zytostatika wie Paclitaxel oder Cisplatin wurde eine Stdérung der
intrazellularen Ca?* Homoostase als ein zentraler Schliisselmechanismus in der
Zelltodkaskade der CIN bereits nachgewiesen [16, 31]. Was sich zwischen den
Zytostatika jedoch unterscheidet, sind die beteiligten Ca?* Kanale, welche den Anstieg
des zytosolischen Ca?* vermitteln. Suramin ist ein Trypanblauanalogon, welches als
experimentelle Substanz diverse Antitumoreffekte aufweist, aber sehr haufig zu einer
CIN fahrt. Wir waren daher interessiert, ob sich jenseits von Paclitaxel und
Platinsubstanzen Ca?* auch als Schliisselion bei der Suramin-induzierten Neuropathie
identifizieren lasst und welche Ca?* transportierenden Kanale daran beteiligt sind. In
unserer Arbeit flihrte die einmalige Gabe von Suramin im Mausmodell zu einer
sensomotorischen Neuropathie mit Zeichen der mechanischen Hypersensibilitat/
Allodynie, einer Reduktion des sensiblen Nervenaktionspotentials und der sensiblen
Nervenleitgeschwindigkeit [32]. Die ICso der Zytotoxizitat in DRGN lag bei 283 puM. Wir
beobachteten &hnlich zu den Untersuchungen mit Paclitaxel oder Platinderivaten
einen starken Anstieg des zytosolischen Ca?* Spiegels nach Suraminexposition. Unter
Suramin kam es zu einem Ca?* Einstrom von extra- nach intrazellular, der
verschiedene Signale aufwies: 1) in den meisten DRGN (53%) zeigte sich ein kurzer
transienter Ca?* Einstrom gefolgt von einem weiteren langsamen Anstieg der
zytosolischen Ca?* Konzentration, 2) andere DRGN (23%) zeigten einen stetigen
Anstieg des zytosolischen Ca?*, 3) und bei weiteren 18% der DRGN fand sich nur ein
kurzer transienter Ca2* Anstieg im Zytosol. Nur ein sehr geringer Teil der DRGN (5%)

zeigte keine Veranderungen der intrazellularen Ca?* Konzentration. Es lieBen sich
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partiell protektive Effekte auf die Zellviabilititt nach Suraminexposition durch den
Inhibitor spannungs-aktivierter Ca?* Kanale (VGCC) Nimodipin und den TRPV4
Inhibitor HC067047 nachweisen. Bei ersterem konnten wir auch einen Effekt auf den
zytosolischen Ca?* Spiegel feststellen, der bei letzterem fehlte. Zusammenfassend
konnte gezeigt werden, dass eine gestérte Ca?* Homoostase auch einen
Schlisselmechanismus in der pathophysiologischen Kaskade bei der Suramin-
induzierten Neuropathie darstellt und dass der durch Suramin induzierte Ca?* Einstrom
Uber die Zellmembran primar durch VGCC Kandale vermittelt wird. TRPV4 Kanale
spielen im Gegensatz zur Paclitaxel-induzierten Neuropathie eine eher untergeordnete

Rolle.
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Platzhalter:

Von der Ahe D*, Huehnchen P*, Balkaya M, Peruzzaro S, Endres M, Boehmerle W.
Suramin-induced neurotoxicity: preclinical models and neuroprotective strategies.
Molecules 2018;23(2):346. DOI: https://doi.org/10.3390/molecules23020346.

(* geteilte Autorenschaft)
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2 Die Relevanz einer sekundaren Neuro-Immun-Interaktion in der

Pathogenese Zytostatika-induzierter Neurotoxizitat im PNS

2.1 Die Rolle des Interleukin-6 Signalwegs bei der Entstehung der Paclitaxel-

induzierten Neuropathie

,Blockade of IL-6 signaling prevents paclitaxel-induced neuropathy in C57BI/6 mice*

(DOI: 10.1038/s41419-020-2239-0)

Bislang lag der wissenschaftliche Fokus zumeist auf den intrazellularen Mechanismen
der Chemotherapie-induzierten Neurotoxizitat. Einige Studien konnten jedoch auch
immun-vermittelte Mechanismen bei der Entstehung des CIN-assoziierten
neuropathischen Schmerzes beschreiben (zusammengefasst von [33]). Hier wurden
insbesondere Interleukin-6 (IL-6) und nachrangig Tumor Nekrose Faktor o (TNF-a)
eine zentrale Rolle zugesprochen. Neben dem neuropathischen Schmerz, der lediglich
ein Symptom der CIN darstellt, waren wir vielmehr an der grundsatzlichen
pathogenetischen Bedeutung von IL-6 interessiert. In IL-6 knock-out Mausen (IL-67")
fuhrte eine Behandlung mit Paclitaxel verglichen mit den Wildtyptieren in keinem der
erfassten Endpunkte (Verhalten, Elektrophysiologie, Histologie) zu einem CIN
typischen Phanotyp [34]. Wir konnten im Rickenmarksgewebe von Paclitaxel
behandelten Wildtyptieren erhdhte IL-6 Konzentrationen messen, die in mit Vehikel
behandelten Tieren nicht nachweisbar waren. In Zellkulturuntersuchungen konnte
gezeigt werden, dass es in DRGN nach Paclitaxelexposition zur Freisetzung von IL-6
kommt, welche durch Ko-Inkubation mit einem Calpaininhibitor bzw. Lithiumionen
unterdrickt werden kann. Dies legt nahe, dass die sekundare, IL-6 vermittelte
Immunantwort mit den bislang identifizierten Mechanismen der NCS-1/ InsPs3R
Interaktion im funktionellen Zusammenhang steht. Mittels Western Blot konnte
nachgewiesen werden, dass Paclitaxelbehandlung von DRGN die Translokation von
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Nuclear factor kB (NF-kB) aus dem Zytosol in den Zellkern bewirkt. NF-xB ist ein
bekannter Transkriptionsfaktor, der Uber Aktivierung weiterer Gene zur Freisetzung
verschiedener Zytokine u.a. IL-6 beitragt. Ahnlich zu unserem vorhergehenden
Versuch mit IL-67- Mausen konnte auch eine praventive Behandlung mit einem IL-6
neutralisierenden Antikdrper im Mausmodell die Paclitaxel-induzierte Neuropathie in
allen Endpunkten  (mechanische Allodynie, Amplitude des sensiblen
Nervenaktionspotentials, histologisch nachgewiesene Nervenfaserdegeneration)
verhindern. Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass IL-6 eine deutlich
umfassendere Rolle in der Pathophysiologie der CIN spielt und ein Schlisselprotein in
der sekundéaren Neuro-Immun-Interaktion darstellt. Weiterhin steht mit einem IL-6
neutralisierenden Antikorper eine neue potentielle Praventionsstrategie zur Verfligung,

die in klinischen Studien nun evaluiert werden sollte.
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3 Gemeinsame funktionelle Endpunkte Zytostatika-induzierter Neurotoxizitat

im ZNS im Mausmodell und Menschen

3.1 Praklinische Evidenz flir eine neue praventive Therapie von Paclitaxel-

induzierten kognitiven Defiziten

»A novel preventive therapy for paclitaxel-induced cognitive deficits: preclinical

evidence from C57BL/6 mice” (DOI: 10.1038/tp.2017.149)

Inwiefern Paclitaxel neben einer CIN auch zu kognitiven Defiziten fuhrt, konnte im
Tiermodell bis dato nicht eindeutig bewiesen werden. Wir waren daher an der
Etablierung eines Tiermodells und der Untersuchung zugrundeliegender
Mechanismen mit dem Fokus auf Storungen der adulten hippocampalen Neurogenese
interessiert. In der hier vorgestellten Arbeit konnte gezeigt werden, dass Paclitaxel im
ZNS nicht homogen verteilt ist, vielmehr sind im Hippocampus ca. 7fach hoéhere
Paclitaxelkonzentrationen gegeniber dem Neocortex nachzuweisen [35]. Paclitaxel
induzierte im Mausmodell deutliche Defizite im rdumlich-visuellen Ged&achtnis
verglichen mit den mit Lésungsmittel behandelten Kontrolltieren. Symptome
begleitender Angst- oder depressiver Storungen konnten als Ursache ausgeschlossen
werden. Nanomolare Paclitaxelkonzentrationen fir zwei Stunden waren ausreichend,
um adulte neurale Stammzellen (NSC) zu schadigen. Paclitaxel induzierte in NSC
ahnlich unseren Erkenntnissen in DRGN einen Anstieg der zytosolischen Ca?*
Konzentration. Weiterhin konnten wir auch in NSC einen Anstieg der Calpain- und
Caspase-3/7 Aktivitat nach  Paclitaxelexposition nachweisen, die durch
Calpaininhibition bzw. Ko-Inkubation mit Lithiumionen unterdrickt werden konnte.
Gleiches liel3 sich fur die Zytotoxizitat von NSC nach Paclitaxelbehandlung zeigen.
Lithium hatte keinen Einfluss auf die zytotoxische Aktivitdt von Paclitaxel gegentber

Tumorzellen. Im Tiermodell war eine praventive Therapie mit Lithium in der Lage, die
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raumlich-visuellen Defizite nach Paclitaxelexposition zu verhindern. Histologisch
konnte gezeigt werden, dass Paclitaxel zu einer Verminderung von sich teilenden
neuronalen Zellen und reifen Neuronen fihrt, welche bei den mit Lithium behandelten
Tieren nicht nachweisbar war. Eine Volumenreduktion des Gyrus dentatus oder
grundsatzliche Abnahme reifer Neuronen in diesem konnte histologisch nicht
festgestellt werden. Zusammenfassend konnten wir zeigen, dass Paclitaxel zu
Storungen des raumlich-visuellen Gedachtnisses fihrt, welche auf Alterationen der
adulten Neurogenese zuriickzufiihren waren. Zudem waren Ubereinstimmungen im
molekularen Pathomechanismus zwischen NSC und DRGN nachweisbar. Ahnlich wie
fur die Paclitaxel-induzierte Neuropathie, war Lithium auch bei den kognitiven

Stérungen in der Lage diese zu verhindern.
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3.2 Der Einfluss von Bortezomib in therapeutischen Dosierungen auf verschiedene

kognitive Funktionen beim Menschen und der Maus

,Bortezomib at therapeutic doses poorly passes the blood-brain barrier and does not

impair cognition“ (DOI: 10.1093/braincomms/fcaa021)

Bortezomib ist ein 26S Proteasominhibitor, der neben der Behandlung des Multiplen
Myeloms zunehmend in der Therapie refraktarer autoimmuner Erkrankungen
eingesetzt wird. Kognitive Stdérungen wurden unter Bortezomibtherapie bei
Myelompatienten beschrieben, ohne dass diese bislang systematisch untersucht
wurden. Daher waren wir interessiert, ob Bortezomib tGiberhaupt die Blut-Hirn-Schranke
passiert und zu kognitiven Defiziten fuhrt. In dieser Arbeit wurde bei einer limitierten
Anzahl von Patientinnen und Patienten mit einer Myasthenia gravis bzw. eines
Systemischen Lupus erythematodes (n=6), die im Rahmen der TAVAB Studie
(NCT02102594) mit je 8 Gaben Bortezomib behandelt wurden (kumulative Dosis 9,6
mg m?), vor und nach Therapie eine standardisierte neuropsychologische
Untersuchung durchgefuihrt. Es konnten keine Einschrankungen der kognitiven
Leistungen in allen Untertests (verbales Gedachtnis, visuo-konstruktives Gedachtnis,
Arbeitsgedachtnis, exekutive Funktionen, duale Anforderungen und
Arbeitsgeschwindigkeit) festgestellt werden [36]. Auch im Mausmodell wurden keine
Stérungen in verschiedenen untersuchten kognitiven Domanen wie dem rdumlich-
visuellen  Gedachtnis, Arbeitsgedachtnis oder Wiedererkennungsgedachtnis
nachgewiesen, selbst nicht bei einer héheren verabreichten kumulativen humanen
Aquivalenzdosis von 15,6 mg m-2. In pharmakokinetischen Analysen von Hirngewebe
im Mausmodell wie auch aus dem Liquor mit Bortezomib behandelter Patienten
wurden nur 5-7% der Serumkonzentration von Bortezomib im Maximum gemessen.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass Bortezomib die intakte Blut-Hirn-
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Schranke schlecht passiert und sich weder bei Patienten noch im Tiermodell kognitive
Stérungen nachweisen liel3en, was Bortezomib zu einer klinisch effektiven Alternative
in der Behandlung Therapie-refraktdrer Autoimmunerkrankungen mit insgesamt

vertretbarem Nebenwirkungsprofil macht.
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DISKUSSION

In den hier zusammengefassten Arbeiten wurden, basierend auf zum Teil eigenen
Vorarbeiten der Arbeitsgruppe, weitere (substanzibergreifende) Pathomechanismen
Zytostatika-induzierter Neurotoxizitat im peripheren und zentralen Nervensystem in
verschiedenen Modellsystemen untersucht. Nach Identifikation eines maoglichen
neuen Pathomechanismus erfolgte die Evaluation darauf aufbauender gezielter
Praventionsstrategien. Die Methodik basierte dabei auf einem Ubergeordneten
systematischen translationalen Ansatz, bei dem sich an die Identifikation relevanter
molekularer Schlussel- und Praventionsmechanismen im Zellkulturmodell die
Validierung dieser im Tiermodell anschloss. Letztlich wurden auch relevante
Zielparameter parallel im Mausmodell und Menschen untersucht um die Validitat der

Modellsysteme zu Uberprifen.

1 Substanzibergreifende Zelltodmechanismen Zytostatika-induzierter

Neurotoxizitat
1.1 Ca?"und TRPV4

Wie bereits erwahnt zahlt die intrazellulare Ca?* Dyshomoostase zu einem der
zentralen Schlisselmechanismen Zytostatika-induzierter Neurotoxizitat. Fir Paclitaxel
wurde dies z.T. in eigenen Vorarbeiten der Arbeitsgruppe belegt. Zwei Proteine sind
bei der Paclitaxel-induzierten Neurotoxizitdt mafR3geblich in diesen Regelkreislauf
eingebunden, welche den Anstieg der zytosolischen Ca?* Konzentration vermitteln —
das Neuronale Calcium Sensor 1-Protein (NCS-1) sowie der InsPs-Rezeptor (InsP3R)
[16-18]. Aufbauend auf diesen Vorarbeiten konnte in dieser Arbeit zudem gezeigt
werden, dass neben der NCS-1/ InsP3R Interaktion das funktionelle Zusammenspiel
des InsP3R1 mit dem membranstandigen TRPV4 Kanal dazu beitragt, dass Ca?* nicht
nur aus dem ER freigesetzt wird, sondern auch von extra- nach intrazellular einstromt
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und somit den Effekt einer ansteigenden zytosolischen Ca?* Konzentration potenziert.
Dadurch lief3 sich ein weiteres Protein in der Zelltodkaskade identifizieren, welches
einer pharmakologischen Intervention zuganglich ist. TRPV4 Inhibition konnte im
Zellkultur- und Tiermodell die Paclitaxel-induzierte Neuropathie verringern. Dass
TRPVA4 bei der Entstehung der CIN-assoziierten Symptome eine Schlisselrolle spielt,
konnte bereits durch andere Gruppen gezeigt werden [37, 38]. TRP Kanéle sind
mitentscheidend bei der Vermittlung des neuropathischen Schmerzes und letztlich
nicht nur deswegen bereits langer Gegenstand wissenschaftlicher Untersuchungen
(zusammengefasst durch [39, 40]). Unsere Untersuchungen dagegen belegen eine
darlber hinaus weitaus substantiellere Rolle von TRPV4 bei der Entstehung der CIN.
Erste Daten einer frihen klinischen Anwendung in Gesunden und Patienten mit
Herzinsuffizienz belegen, dass TRPV4 Inhibition zu keinen ernsthaften
Nebenwirkungen fuhrt und gut vertragen wurde [41]. Inwiefern sich dieses Medikament

auch in der Pravention der CIN eignet, gilt es zu evaluieren.

1.2 Ca?* und spannungs-aktivierte Ca?* Kanale (VGCC)

Jenseits der Effekte von Paclitaxel auf die intrazellulare Ca?* Homdostase konnte auch
fur andere Zytostatika ein Einfluss auf diese nachgewiesen werden. Untersuchungen
zu den Platinderivaten Cisplatin und Oxaliplatin zum Beispiel zeigten, dass diese
ebenso zu einem Anstieg des zytosolischen Ca?* fiihren [31]. Interessant hingegen ist,
dass selbst innerhalb dieser Substanzgruppe die Effekte der Zytostatika auf die
zytosolische Ca?* Konzentration zwar ahnlich sind, sich aber die beteiligten Ca?*
Kanalproteine unterscheiden. Wahrend der Effekt bei Cisplatin maf3geblich durch N-
Typ spannungs-aktivierte Ca?* Kanale (VGCC) vermittelt ist [31], konnte fuir Oxaliplatin
nachgewiesen werden, dass vorrangig T- und L-Typ VGCC mehr als P/Q-VGCC an
dem Anstieg der intrazellularen Ca?* Konzentration beteiligt sind und N-Typ VGCC

praktisch keine Rolle spielen [42]. Wir konnten wiederum in unseren Arbeiten fur
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Suramin zeigen, dass auch hier die L-Typ VGCC fur den von extra- nach intrazellular
zirkulierenden Ca?* Einstrom verantwortlich sind [32]. Interessanterweise hatte auch
TRPV4 Inhibition einen Effekt auf die Zytotoxizitat von Suramin in DRGN, wenn auch
deutlich geringer ausgepragt.

1.3 Ca?* und Interleukin-6 (IL-6)

Intrazellulares Ca?* spielt durch seine membranstabilisierenden Eigenschaften, als
metabolischer Regulator und Signalgeber (,second messenger‘) eine entscheidende
Rolle (zusammengefasst in [43]) und ist keineswegs nur ein Schlisselion der
Zytostatika-induzierten Neurotoxizitat. Vielmehr sind Veranderungen der Ca?*
Homoostase auch fur andere neurologische Erkrankungen wie z.B. den ischamischen
Schlaganfall oder die Multiple Sklerose beschrieben (zusammengefasst in [44, 45]).
Bei der Zytostatika-induzierten Neurotoxizitat treten Veranderungen der intrazellularen
Ca?* Homoostase Uberwiegend zu einem friihen Zeitpunkt der pathophysiologischen
Kaskade auf. Die Identifikation der daran beteiligten Schlisselproteine ermdglicht
somit eine gezielte und dadurch idealerweise mdglichst nebenwirkungsarme
Intervention, wie wir im Tiermodell fur den TRPV4 Inhibitor HC067047 oder Lithium
belegen konnten, die beide zur Pravention von CIN und/ oder PCCI beitragen. Jedoch
wird nicht zuletzt durch diese Arbeit deutlich, dass obwohl Ca?* ein gemeinsames
Schlusselion Zytostatika-induzierter Neurotoxizitat darstellt, die involvierten Ca?*
Kandle sich zwischen den Substanzgruppen und zum Teil auch Einzelsubstanzen
innerhalb einer Substanzgruppe deutlich unterscheiden. Dies wiederum bedeutet im
Umkehrschluss jedoch, dass eine frihe Blockade der durch Zytostatika
hervorgerufenen Ca?* Dyshomoostase durch einen universellen pharmakologischen

Ansatz, welcher substanzgruppenubergreifend die Entstehung von CIN und/ oder

PCCI hemmt, nahezu ausgeschlossen ist. Aus diesem Grund ist die Erkenntnis der

Relevanz einer sekundaren Neuro-Immun-Interaktion bei der Entstehung der
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Zytostatika-induzierten Neurotoxizitat von entscheidender Bedeutung. Sollten die
verschiedenen intrazellularen Pathomechanismen in einer gemeinsamen
pathophysiologischen Endstrecke einer sekundaren Immunreaktion mianden, lie3e
sich ggf. eine substanzibergreifende Praventionsstrategie etablieren. Wir konnten fur
Paclitaxel die Schlusselrolle von IL-6 bei der Entstehung der CIN belegen. Auch fur
Bortezomib konnte von anderen Gruppen gezeigt werden, dass eine
Bortezomibbehandlung von DRGN zur Hochregulation des Interleukin-6 Rezeptors (IL-
6R) in DRGN fuhrt [46]. Eine groRere randomisierte klinische Studie mit 106 Patienten
untersuchte den Einfluss einer Ko-Medikation mit dem anti-IL-6 Antikorper Siltuximab
zusatzlich zur Chemotherapie mit Bortezomib/ Melphalan/ Prednisolon (VMP Schema)
auf die Myelomentwicklung und konnte zwar keinen Unterschied der additiven
Siltuximabtherapie (S+VMP) auf die Remissionsraten des Myeloms verglichen mit der
Standardtherapie (VMP) nachweisen. Interessant war jedoch bei dieser Studie, dass
in der Siltuximabgruppe (S+VMP) deutlich weniger neuropathischen Beschwerden
auftraten und dass unter Ko-Medikation mit Siltuximab weniger Dosisreduktionen von
Bortezomib notwendig waren [47]. IL-6 scheint demnach auch bei der Bortezomib-
induzierten Neuropathie eine Rolle zu spielen. Auch fur die Substanz Vincristin konnte
im Tiermodell gezeigt werden, dass es ahnlich zu den Effekten einer Paclitaxeltherapie
zu einer IL-6 vermittelten Makrophageninvasion in die Spinalganglien kommt. Auch
hier hatte eine praventive Behandlung mit einem IL-6 neutralisierenden Antikdrper
positive Effekte auf die Vincristin-induzierten Symptome der CIN (Allodynie, Schmerz)
[48]. Leider fehlen bei der Uberwiegenden Zahl der genannten praklinischen Studien
histologische Daten, was die Entwicklung der CIN angeht. Dies gilt es im nachsten
Schritt  zu  untersuchen, um die Hypothese einer gemeinsamen,

substanzibergreifenden pathophysiologischen Endstrecke der sekundaren Neuro-
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Immun-Interaktion zu erharten und somit Daten fur die Rechtfertigung einer klinischen

Studie zu sammeln.

2 Gemeinsamkeiten in der Pathophysiologie Zytostatika-induzierter

Neurotoxizitat im peripheren und zentralen Nervensystem

Nur wenige praklinische Studien haben sich bislang mit den zugrundeliegenden
Pathomechanismen kognitiver Storungen nach Chemotherapie beschaftigt. Wir
konnten fur Paclitaxel im Rahmen dieser Arbeit zeigen, dass sich offenbar
Gemeinsamkeiten in der Pathophysiologie der Neurotoxizitdt zwischen DRGN und
NSC finden lassen. So spielte auch in NSC eine Veranderung des intrazellularen Ca?*
Signals nach Paclitaxelexposition mit der nachgeschalteten Aktivierung von Calpain
eine entscheidende Rolle [35]. Auch andere Gruppen konnten zeigen, dass nach
Chemotherapie mit Cyclophosphamid und Docetaxel — einer Weiterentwicklung von
Paclitaxel — erhohte Proteinkonzentrationen von Calpain 1 und 2 im Rattenhirn
nachweisbar waren [49]. Calpain ist eine ubiquitiar vorkommende Ca?* sensitive
Protease, die mit einer Reihe von pathophysiologischen Verédnderungen in
verschiedenen Krankheitsbildern (Ischamie, Epilepsie, Trauma, Alzheimer Demenz)
und unterschiedlichen Endorganen in Verbindung gebracht wurde (zusammengefasst
in [50]). Es ist daher nicht verwunderlich, dass sich auch fir die Zytostatika-induzierte
Neurotoxizitat Ubereinstimmungen im Pathomechanismus zwischen zentralem und
peripheren Nervensystem beziiglich Calpain finden lie3en.

Jenseits der intrazellularen Interaktion von NCS-1 mit dem InsPsR und Calpain, die
wie demonstriert sowohl im ZNS als auch PNS bei der Zytostatika-induzierten
Neurotoxizitat eine Rolle spielt, rickten fir das PNS erst in den letzten Jahren auch
sekundéare immunologische Prozesse mit u.a. Makrophageninfiltration in die DRGN
zunehmend in den Fokus [22]. Wir konnten zeigen, dass v.a. IL-6 eine substantielle

Rolle bei der Entwicklung der CIN spielt. Ein Zusammenspiel verschiedener Zelltypen
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bei der Entstehung von Chemotherapie-induzierten kognitiven Stérungen ist noch nicht
abschlieBend belegt aber ebenfalls sehr wahrscheinlich. Auch hier kommen
proinflammatorischen Zytokinen wie u.a. IL-6 eine Schlisselfunktion zu. So konnte in
Chemotherapiepatienten nachgewiesen werden, dass z.B. erhdhte Plasmaspiegel von
IL-6 mit schlechteren Leistungen in kognitiven Tests korrelierten [51] oder dass eine
Abnahme des hippocampalen Volumens und der verbalen Gedachtnisleistungen mit
der IL-6 Konzentration assoziiert war [52]. Auch im Tiermodell waren nach Paclitaxel-
bzw. Docetaxeltherapie ebenfalls erhdhte Konzentrationen proinflammatorischer
Zytokine wie IL-1B, TNF-a, IL-6 und CXCL1 sowie auch eine transient erhdhte
Genexpression fur IL-6 im Hippocampus messbar [53]. Analog zur nachgewiesenen
Makrophageninfiltration von DRGN wird im ZNS angenommen, dass es Uber die
Ausschuittung proinflammatorischer Zytokine wie IL-6 zu einer Mikrogliaaktivierung
kommt, welche zur kognitiven Dysfunktion nach Chemotherapie beitragt. In der Tat
konnte fur Adriamycin im Mausmodell gezeigt werden, dass nach der Behandlung
mehr CD68 positive Mikroglia im Hippocampus nachweisbar waren. Zudem wirkte sich
eine Mikrogliadepletion positiv auf die durch Adriamycin hervorgerufenen kognitiven
Storungen in diesem Tiermodell aus [54]. Eine sekundare Immunreaktion scheint somit
auch ein Ubereinstimmender Mechanismus des peripheren und zentralen

Nervensystems als Reaktion auf die Chemotherapie zu sein.

3 Gemeinsame Schllisselproteine der Zytostatika-induzierten Neurotoxizitat

und Tumorbiologie

Welche Rolle die NCS-1/ InsP3R/ Calpain Interaktion bei der Entstehung der
Paclitaxel-induzierten Neuropathie und kognitiven Stérungen spielt, wurde unter den
0.g. Punkten erlautert. Viel interessanter ist aber dartiber hinaus, dass sowohl Calpain
als auch NCS-1 zudem in Bezug auf Tumoraggressivitat und Prognose relevant zu

sein scheinen. Sowohl Calpain als auch NCS-1 sind ubiquitar vorkommende Proteine
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und werden in vielen Geweben exprimiert. Im Tiermodell konnte gezeigt werden, dass
der Knockdown von Calpain-2 die Tumorwachstumsrate von Brustkrebszellen
vermindert [55] und in Brustkrebspatientinnen ist eine hohe Calpain-1 und 2
Expression mit einer ungiinstigeren Prognose vergesellschaftet [56]. Ahnliches lieR
sich auch fur NCS-1 nachweisen. Auch hier war die NCS-1 Expression im
Brusttumorgewebe mit aggressiveren Verlaufen und schlechterem Outcome bei
Brustkrebspatientinnen assoziiert [57]. AnschlieBend konnte gezeigt werden, dass
eine Uberexpression von NCS-1 zur Metastasierung beitragt, indem es die Motilitat
und Migration von Brustkrebszellen fordert [58]. Diese Daten unterstreichen die
Relevanz beider Proteine nicht nur in Bezug auf die Pathogenese neurotoxischer
Nebenwirkungen, sondern auch auf die Tumorbehandlung selbst. Die Identifikation
gezielter Interventionsmechanismen verspricht demzufolge in Zukunft synergistische

Effekte auf die Tumorbehandlung und Neuroprotektion.
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ZUSAMMENFASSUNG

Eine erfolgreiche Translation praklinischer Praventionsstrategien ,bench-to-bedside’
setzt die Identifikation pathophysiologisch relevanter molekularer
Schlisselmechanismen voraus. Im Rahmen der hier dargestellten Arbeiten konnte
gezeigt werden, dass Veranderungen der intrazellularen Ca?* Homdostase
substanzibergreifend einen friihen pathomechanistisch relevanten Prozess fur die
Zytostatika-induzierte Neurotoxizitat im peripheren und zentralen Nervensystem
darstellen und nach Paclitaxel- und Suraminbehandlung nachweisbar sind. Damit
knupft die Arbeit an Vorarbeiten (der Arbeitsgruppe) an und erweitert den bisherigen
Erkenntnisstand. Am Beispiel von Paclitaxel konnte zum einen gezeigt werden, dass
die bekannte NCS-1/ InsPs3R Interaktion auch an der Entstehung der kognitiven
Stérungen nach Chemotherapie beteiligt ist. Zum zweiten wurde ein weiteres
funktionelles Zusammenspiel zwischen dem InsPsR1 mit dem TRPV4 Kanal
nachgewiesen, welches den Effekt der Neurotoxizitat im PNS potenziert und einer
spezifischen Inhibition zuganglich ist. Da sich jedoch die zur Ca?* Dyshomdoostase
beitragenden Ca?* Kanale zwischen den Zytostatika unterscheidenden und somit ein
universeller Praventionsmechanismus von CIN und/ oder PCCI unwahrscheinlich ist,
wurden sekundare Neuro-Immuneffekte untersucht. Hier konnten wir zeigen, dass
Interleukin-6 eine substantielle Rolle bei der Entstehung der CIN spielt und mit
neutralisierenden IL-6 Antikdrpern eine neue Praventionsmadglichkeit etablieren,
welche nun auch flr andere Zytostatika evaluiert werden sollte.

Zusammenfassend gehoren Veranderungen der intrazellularen Ca?* Homgéostase zu
den frihen Mechanismen Zytostatika-induzierter Neurotoxizitdt, die von einer
sekundaren Neuro-Immun-Interaktion gefolgt werden, sodass sich spannende neue

Ansétze fur zukinftige praventive Interventionen ergeben.
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