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Zusammenfassung (Abstract)

1 Zusammenfassung (Abstract)

1.1 Deutsch

Einleitung: Die Chemotherapie-induzierte Polyneuropathie (CIPN) ist eine der haufigsten
unerwunschten Arzneimittelwirkungen unter Chemotherapie bei Tumorpatienten. Bisher sind die
jeweiligen Pathomechanismen unzureichend geklart. Folglich existieren keine adaquaten
Therapieansétze. Betroffene Patienten leiden unter einer eingeschrankten Lebensqualitdt und
kdnnen teilweise aufgrund dieser dosislimitierenden Nebenwirkung nicht optimal behandelt
werden. Es sind verschiedene Substanzen bekannt, die das Auftreten einer CIPN bewirken kénnen.
Interessanterweise haben Studien gezeigt, dass der neurotoxische Effekt der Chemotherapeutika
Salynomycin und Paclitaxel mit dem Auftreten einer Calciumdyshomdostase zusammenhéangt.
Bemerkenswert ist, dass auch die Neurotoxizitat Suramins mit einer gestérten Calciumhomdostase
in Verbindung gebracht wurde.

Suramin ist ein seit 1916 bekanntes Antiprotozoikum, das in tierexperimentellen und klinischen
Studien auch im Rahmen verschiedener Tumorentitaten eingesetzt wurde. Insgesamt wurden
zahlreiche Wirkmechanismen dieser Substanz beschrieben. AuRerdem verursacht Suramin
zahlreiche Nebenwirkungen. Héufig stellt eine zumeist periphere, axonale und sensomotorische
Polyneuropathie einen dosislimitierenden Faktor dar.

Gegenstand dieser Arbeit war es, den zugrundeliegenden Pathomechanismus der Neurotoxizitét
Suramins zu untersuchen, um das Verstandnis der Pathophysiologie der CIPN allgemein zu
erweitern und spezifische therapeutische Ansatzmoglichkeiten zu beleuchten.

Methodik: Fir die Untersuchungen wurden primére Spinalganglienzellkulturen aus Ratten-
Neonaten (P 0-3) gewonnen. Zur Messung des intrazellularen Calciumgehalts erfolgten Calcium-
Imaging Experimente unter Verwendung des Fluoreszenzfarbstoffs Fura-2. Des Weiteren
untersuchten wir, unter Verwendung spezifischer Inhibitoren, die Bedeutung verschiedener
spannungsabhangiger Calcium (VGCC)- sowie Transient-Rezeptor-Potential-(TRP) Kandle im
Rahmen der Suramin-vermittelten Neurotoxizitat. Die Evaluation der Zellvitalitat erfolgte mittels
MTT-Assay.

Ergebnisse: Wir konnten zeigen, dass Suramin zu einem Einstrom von extrazellularem Calcium
in das Cytosol von Spinalganglienzellen fiihrt. Der L-Typ VGCC-Inhibitor Nimodipin konnte
diesen Calciumeinstrom signifikant vermindern und die zelluldre Vitalitat signifikant steigern.
Allerdings wurde die toxische und Calcium-induzierende Wirkung Suramins nicht vollstandig
durch Nimodipin antagonisiert. Die Inhibition des TRPV4 Kanals zeigte diesbeziglich

uneindeutige Ergebnisse. Dariiber hinaus traten experimentelle Interaktionen Suramins mit
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Zusammenfassung (Abstract)

Fluoreszenz und Lumineszenz-Assays auf. Dies fuhrten wir am ehesten auf eine Interaktion mit
den jeweiligen Luminophoren zuriick. Auf’erdem zeigte sich unter Suramin eine verminderte
zelluldre Adhésion. Unter Berucksichtigung der Literatur machten wir eine Interaktion mit
extrazellularen Matrixproteinen hierfiir verantwortlich.

Schlussfolgerung: Mit der vorliegenden Arbeit konnten wir die Bedeutung der
Calciumhomd@ostase im Rahmen der pathophysiologischen Vorgange der CIPN allgemein
verdeutlichen. Im Speziellen lieRen sich membranstdndige lonenkanéle als Vermittler des
Suramin-induzierten Calciumeinstroms und der dadurch bedingten Neurotoxizitat identifizieren.
Jedoch wird insgesamt deutlich, dass Suramin unspezifische Bindungseigenschaften besitzt und
so pleiotrope Effekte auf verschiedenste Zielstrukturen ausiibt. Dies bedingt eine duRBerst komplexe
Handhabung dieser Substanz sowohl im klinischen als auch im experimentellen Einsatz. Die
dargestellten Interaktionen sollten insbesondere fur die weitere experimentelle Verwendung

Suramins genauer untersucht werden.

1.2 Englisch

Introduction: Chemotherapy induced polyneuropathy (CIPN) is one of the most frequent side
effects of chemotherapy treated tumor patients. Pathomechanisms and consequently therapeutic
strategies remain to be elucidated. Affected patients suffer from a reduced quality of life and might
not be treated with the optimal treatment regimen because of this dose limiting side effect.
Several chemotherapeutic compounds are known to induce CIPN. Intriguingly studies have shown
that the neurotoxic effect of Salinomycin and Paclitaxel is linked to a disturbance of cellular
calcium homeostasis. In this context, it is of interest that Suramin induced neurotoxicity was
proposed to be linked to calcium dyshomeostasis as well.

The antiprotozoic agent Suramin is known since 1916. Suramin was also shown to have diverse
antitumor activities. It also causes various side effects. One of the most frequent dose limiting side
effects being a predominantly axonal and peripheral sensorimotor neuropathy.

We investigated the pathomechanism of Suramin neurotoxicity in order to improve the
understanding of CIPN pathophysiology in general and to elucidate specific therapeutic targets.
Methods: We used primary dorsal-root-ganglion cell (DRGC) cultures from rat neonates (P 0-3).
Intracellular calcium levels were measured via Calcium-Imaging using the fluorescent dye Fura-
2. Moreover, we investigated the impact of voltage gated calcium channels (VGCC) and Transient-
Receptor-Potential-(TRP) channels on Suramin neurotoxicity using the MTT cell-viability assay.
Results: We were able to show that Suramin induces an influx of extracellular calcium into the

cytosol of DRGCs. The L-type VGCC inhibitor Nimodipine reduced Suramin induced calcium
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influx significantly and improved viability of Suramin treated cells. Nevertheless, Nimodipine
could not reverse Suramin induced impairment of cell viability and calcium influx completely.
The inhibition of the TRPV4 channel showed ambiguous results.

We also observed interactions of Suramin with fluorescence- and luminescence assays and
hypothesized a direct interaction of Suramin with luminophores. Moreover, Suramin impaired
cellular adhesion. With reference to the published literature we linked this phenomenon to
interactions of Suramin with extracellular matrix proteins such as Laminin.

Conclusion: Altogether our experiments emphasize the relevance of a calciumdyshomeostasis in
the pathophysiology of CIPN in general. Furthermore, we could identify ion channels in the plasma
membrane as potential mediators of Suramin induced calcium influx and subsequent neurotoxicity.
Nevertheless, it becomes clear that Suramin possesses unspecific binding properties which result
in pleiotropic effects of this substance. This causes a very complex handling of Suramin in both
experimental and clinical uses. For further experimental use of Suramin the described interactions

should be investigated in more detail.
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2 Einleitung

2.1 Die Chemotherapie-induzierte Polyneuropathie (CIPN)

Die toxische Neuropathie ist nach hamatologischen Nebenwirkungen eine der haufigsten
unerwinschten Arzneimittelwirkungen unter Chemotherapie bei Tumorpatienten. Da die Inzidenz
von neoplastischen Erkrankungen im Zusammenhang mit dem demographischen Wandel eine
ansteigende Tendenz aufweist, kommt einer optimalen sowie nebenwirkungsarmen Therapie eine
besondere Bedeutung zu. Fir typische Nebenwirkungen wie Myelosuppression oder Nausea sind
mit hdmatopoetischen Wachstumsfaktoren oder antiemetischen Medikamenten wirksame
Therapieregime bekannt, sodass die CIPN zunehmend einen dosislimitierenden Faktor der
antineoplastischen Therapie darstellt. Dies fihrt zu einer suboptimalen Tumortherapie mit einer
ggf. konsekutiv geringeren Lebenserwartung der Patienten 12,

Insgesamt ist es interessant, dass antineoplastische Substanzen, die vor allem auf sich schnell
teilende Tumorzellen einen starken zytotoxischen Effekt austben, auch postmitotische
Nervenzellen schadigen . Die Lage auRerhalb der Blut-Hirn-Schranke und Versorgung durch
fenestrierte Kapillaren ist ein wichtiger Aspekt flir die Vulnerabilitat der peripheren Nervenzellen.
Des Weiteren sind periphere Nervenzellen, welche mit ihren Axonen die langsten Zellen des
menschlichen Korpers darstellen, besonders anféllig fiir Substanzen, die den Energiemetabolismus
und das axonale Transportsystem schadigen . Auch eine schon vorher bestehende
Polyneuropathie scheint das Auftreten der CIPN zu beginstigen. Aufgrund dessen stellen
Vitaminmangelzustande oder Erkrankungen wie Diabetes mellitus pradisponierende Faktoren fir
das Auftreten einer CIPN dar. AufRerdem wurden mittlerweile genetische Polymorphismen z.B.
im Zusammenhang mit Vincristin oder Paclitaxel beschrieben, welche das Auftreten einer CIPN
begiinstigen >*°. Die genauen Pathomechanismen der CIPN sind jedoch substanzspezifisch und
groRtenteils nicht genau gekléart.

Bei den meisten Substanzen kommt es zu axonalen Schéden sowie einer Neuronopathie von
Nervenzellkorpern, hierbei sind Spinalganglienzellen eine der haufigsten Zielstrukturen der
verursachenden Substanzen 2.

So wie die zugrundeliegenden Pathomechanismen unterscheiden sich auch Pravalenz und die
Klinischen Manifestationen der CIPN je nach verwendeter Substanzklasse. Zu den
Chemotherapeutika, welche haufig mit dem Auftreten einer Neuropathie assoziiert sind, zahlen
unter anderem Platinderivate, Taxane, Vinca-Alkalloide, Bortezomib oder Suramin 27, In einem
systematischen Review (engl. Zusammenfassung) von 2014 wurde die Prévalenz der CIPN mit

68,1% einen Monat nach Chemotherapie sowie mit 30% sechs Monate nach Chemotherapie
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angegeben 8. Hierbei wurden ausschlieRlich Studien zu den obengenannten Substanzgruppen
untersucht. Insgesamt sind die Angaben zur Prévalenz der CIPN allerdings sehr variabel.
Klinisch manifestiert sich die CIPN meistens in Form von einer distalen, strumpf- und
handschuhférmigen, sensiblen Neuropathie. Dabei kénnen ,,Negativ*- von ,,Positivsymptomen*
unterschieden werden. Bei Auftreten einer ,,Negativsymptomatik® kommt es zu Hypasthesie,
Hypalgesie oder Pallhypdasthesie, also zum Ausfall sensibler Qualitditen. Zu den
,»Positivsymptomen* hingegen z&hlen das Auftreten von Schmerzen, Parésthesien, Dysasthesien
und einer Allodynie °. Des Weiteren kann es zur Beteiligung des motorischen und vegetativen
Nervensystems kommen 7. Insgesamt filhrt die Symptomatik zu Funktionsverlusten und einer
herabgesetzten Lebensqualitat. Je nach Dauer und Dosis der antineoplastischen Therapie kann sich
die Symptomatik im Anschluss an die Behandlung wieder vollstandig bessern. Haufig kommt es
jedoch nur zu einer unvollistandigen Reversibilitat der Beschwerden .

Zwar liegen zahlreiche préklinische Untersuchungen zu Interventionsmdglichkeiten bei der CIPN
vor, allerdings konnte bislang keine effektive, praventiv oder kausal wirkende Therapie zur
routineméBigen  Anwendung etabliert  werden. Insbesondere das  unzureichende
pathomechanistische Verstandnis stellt hierbei ein Problem dar. Denn zusatzlich zum Nachweis
der Wirksamkeit auf die neurologische Symptomatik ist die Frage relevant, ob sich eine
Interventionsstrategie negativ auf die Effektivitat der antineoplastischen Therapie auswirkt . Fir
die symptomatische Behandlung von ,,Positivsymptomen* im Rahmen der CIPN wurden bislang
ahnliche Therapieansatze wie bei schon etablierten Therapien fiir den z.B. im Verlauf eines
Diabetes mellitus auftretenden neuropathischen Schmerz untersucht. Diesbezuglich konnten z.B.
unter Verwendung von Duloxetin 1% positive Resultate erzielt werden. Insgesamt entbehrt aber
auch die symptomatische Therapie einer in groflem klinischem Umfang nachgewiesenen
Wirksamkeit und zeigt zum Teil eine heterogene Datenlage. So beschrieben z.B. Durand et al.
zunichst einen positiven Effekt von Venlafaxin im Rahmen der CIPN !, wohingegen
Zimmermann et al. diesen nicht nachweisen konnten 2,

Aufgrund der dargestellten Aspekte ist eine weitere Untersuchung maoglicher Pathomechanismen
und therapeutischer Ansatze der CIPN essentiell. Dariiber hinaus bietet dieses Krankheitsmodell
einmalige therapeutische Mdoglichkeiten fir eine zeitlich limitierte Form der medikamentdsen

Intervention, da Schadigungszeitpunkt, -dauer und -intensitét genau bekannt sind 2,
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2.2 Veranderungen der intrazellularen Calciumhomoostase im
Rahmen der CIPN

Wie in 2.1 beschrieben, sind die Mechanismen der CIPN substanzspezifisch und bisweilen
grofRtenteils noch unzureichend verstanden. Interessanterweise konnte experimentell unter
Einwirkung von Paclitaxel und Salinomycin eine veranderte Calciumhomdoostase nachgewiesen
werden.

Calcium ist ein ubiquitar vorkommendes lon, welches in vielen Signalkaskaden eine wichtige
Funktion als second messenger (engl. sekundarer Botenstoff) einnimmt. Nur durch sehr
differentielle Signalunterschiede, die sich in Dauer, Amplitude und Lokalisation der
Konzentrationsveranderungen unterscheiden, ist die Auslosung unterschiedlicher Signalkaskaden
durch dasselbe lon moglich. Calcium ist physiologischerweise zum Beispiel an VVorgangen wie
Fertilisation, Proliferation sowie der neuronalen Signalverarbeitung beteiligt 4. Des Weiteren
konnte gezeigt werden, dass eine Dysregulation des zelluldaren Calciumhaushalts auf vielféltige
Weise an einer Initiierung des Zelltods beteiligt sein kann (zusammengefasst in *°). Insbesondere
der Vorgang der Apoptose wird in diesem Zusammenhang beschrieben. Hierbei handelt es sich
um ein duBerst komplexes zellulares Programm, welches zum geordneten enzymatischen Abbau
der zelleigenen Strukturen und schlussendlich zur Phagozytose der Zellen fiihrt. Die Protagonisten
in diesem Vorgang sind die sogenannten Effektorcaspasen (Caspasen 3, 6 und 7), Enzyme die
durch proteolytische Spaltung die Dekonstruktion der Zelle ausfiihren . Dariiber hinaus sind
jedoch auch Caspase-unabhangige Apoptosemechanismen bekannt.

Die Regulation der Apoptose geschieht auf vielfaltige Weise, deren Gesamtzusammenspiel noch
nicht vollstandig verstanden ist. Zum einen existieren Proteine z.B. aus der Bcl-2 Familie, die pro-
oder antiapoptotisch regulierend eingreifen kdnnen, zum anderen kann die Initiierung der
Apoptose durch diverse Signalwege erfolgen (zusammengefasst in %). Oft sind hierbei die
sogenannten Initiatorcaspasen 8, 9 und 12 involviert. Wie zuvor erwahnt, kann auch die
Dysregulation der intrazelluldren Calciumhomdostase eine zum Zelltod fiihrende Signalkaskade
ausldsen. In diesem Zusammenhang scheinen sowohl dem endoplasmatischen Reticulum (ER) als
auch den Mitochondrien Schllsselstellungen zuzukommen. Das ER stellt den groRten
intrazellularen Calciumspeicher dar und steht unter anderem Uber Calciumstréme mit den
Mitochondrien, welche ebenfalls Calcium speichern kénnen, in Verbindung. In diesem Bereich
scheinen schon geringe Veranderungen der Calciumhomoostase zu Zelltod bedingenden
Signalkaskaden fiihren zu kénnen 7. Kommt es zu einer Stressreaktion des ER auf bestimmte
Reize, kann Caspase 12 die Caspasekaskade initiieren 8. Pro-Caspase 12 ist ein cytosolseitiges,

membranstandiges und proteolytisch wirksames Enzym, welches auch durch Calpain gespalten
12
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und so aktiviert werden kann *°. Die calciumabhingige Protease Calpain, welche insbesondere in
den Isoformen p- und m- Calpain ubiquitér in den Korperzellen vorkommt, spielt bei Calcium
aktivierten Apoptoseformen eine wichtige Rolle (zusammengefasst in >2°). Neben der
Aktivierung der Pro-Caspase 12 wurde ein weiterer Mechanismus der Apoptoseinitiierung durch
Calpain Uber die Abspaltung des Apoptose-induzierenden-Faktors (AIF) aus der inneren
Mitochondrienmembran beschrieben 2!. Daraufhin kommt es zur Freisetzung des AIF in das
Cytosol und anschlieBend zur Translokation in den Zellkern, wo Apoptose kennzeichnende
Effekte wie Chromatinkondensation und DNS-Fragmentation beobachtet werden kdnnen. Trotz
einer gleichzeitig beschriebenen Caspase 9 Freisetzung fuhrt AIF auf diesem Weg Caspase-
unabhangig zum programmierten Zelltod 22,

Die hier dargestellten Mechanismen scheinen zum Teil auch im Kontext der CIPN eine wichtige
Rolle zu spielen. In diesem Zusammenhang ist eine genauere Betrachtung der eingangs erwahnten
Agenzien vorzunehmen.

Paclitaxel ist ein, bei verschiedenen soliden Tumorentititen eingesetztes Chemotherapeutikum,
welches als relevante Nebenwirkung zu einer peripheren sensiblen Neuropathie fihrt.
Experimentell konnte unter Paclitaxel-Einwirkung eine gestérte Calciumhomdostase in
Spinalganglienzellen nachgewiesen werden, welche durch die calciumbindenden Proteine NCS-1
und Calpain vermittelt wird. Es kommt insbesondere zur Beeinflussung des Inositoltriphosphat-
(InsP3) Signalwegs und so zur veranderten Freisetzung von Calcium aus dem ER 2324,

Auch das experimentelle Chemotherapeutikum Salinomycin, welches hochwirksam
Krebsstammzellen abtotet, bedingt als Nebenwirkung eine sensible Neuropathie. Hierbei konnte
ebenfalls gezeigt werden, dass es zu einer intrazelluldren Stérung des Calciumhaushalts in
Spinalganglienzellen kommt. Salinomycin wirkt als lonophor und transportiert so vor allem
Natrium (ber die Plasmamembran in die Zelle. Dadurch kommt es zur Anderung der
Transportrichtung des Natrium-Calcium Antiporters in der Plasmamembran und den
Mitochondrien, was zu einem intrazelluldaren Calciumanstieg fihrt. In der Folge wird Calpain
aktiviert. Konsekutiv kommt es durch Aktivierung der Caspase-12 zur Initiierung der Caspase-
Kaskade 2.

Des Weiteren wurde auch im Zusammenhang mit Suramin eine Verdnderung der
Calciumhomoostase in Spinalganglienzellen beschrieben. In diesem Fall wurde postuliert, dass die
Calciumhomdostase durch den Einfluss von extrazellularem Calcium beeintrachtigt wird 2.

Die dargestellten Mechanismen zeigen, dass verschiedene Chemotherapeutika auf

unterschiedliche Weise Alterationen des zelluldren Calciumhaushalts bedingen kdénnen, was
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letztendlich zur Zellschadigung und Degeneration peripherer Nervenzellen fihren kann. Dies

manifestiert sich klinisch in Form einer Neuropathie.

2.3 Suramin-Hexanatriumsalz

2.3.1 Chemische Eigenschaften und Substanzursprung

Suramin st eine

polysulfonierte
lost 27,

& Na® Schlafkrankheit

Abbildung 1: Strukturformel von
Suramin-Hexanatriumsalz

farblose,

symmetrische  und

Naphthylharnstoff-Verbindung
(siehe Abbildung (Abb.) 1), welche sich gut in Wasser

Die Substanz wurde zur Behandlung der afrikanischen
entwickelt. Zu

Beginn des 20.

Jahrhunderts kam es zu gréReren Epidemien der

afrikanischen Trypanosomiasis in den européischen

Kolonien der Subsahara. Daraufhin untersuchten fiihrende Wissenschaftler diese Erkrankung,

welche durch Trypanosomen ausgelést und durch die ,, Tsetse“- Fliege (ibertragen wird 2. Da eine

antitrypanosomale Aktivitdt von Azofarbstoffen wie Trypan rot oder blau beobachtet wurde,

analysierten Forscher der Firma Bayer und Co 1916
verschiedene, von diesen Stoffen abgeleitete, Verbindungen. Im
Zuge dessen wurde die Substanz Bayer 205 synthetisiert,
welche spater als Germanin vertrieben und ab den 1920er
Jahren zur Therapie und Prophylaxe der afrikanischen
Trypanosomiasis im ehemaligen Deutsch-Ostafrika
angewendet wurde . Die Geschichte der Entwicklung des
spater in Suramin umbenannten Wirkstoffs fand zur Zeit des
Nationalsozialismus unter anderem in dem Film , Germanin®

auch in propagandistischer Weise Verwendung (siehe Abb. 2).

GERMANIN

Abbildung 2: Filmplakat des
Spielfilms Germanin von 1943

2.3.2 Klinische Anwendung, unerwiinschte Arzneimittelwirkungen und
relevante pharmakokinetische Eigenschaften des Suramins

Auch heute wird Suramin noch in der Therapie der afrikanischen Trypanosomiasis angewendet.

Zusatzlich kommt es therapeutisch im Rahmen der durch den Wurm Onchocerca volvolus

verursachten Onchozerkiasis zum Einsatz. Spater wurde eine Inhibition der reversen Transkriptase

verschiedener Retroviren durch Suramin beschrieben *° und in-vitro eine Wirksamkeit gegen das
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Humane Immundefizienz-Virus (HIV) festgestellt 3. Allerdings zeigte sich bei der Anwendung
an HIV infizierten Patienten ein limitierter klinischer Nutzen 3233, Im Zuge der Untersuchungen
an Patienten, die am Acquired Immune Deficiency Syndrome (engl. erworbenes
Immundefizienzsyndrom (AIDS)) litten, konnte eine Wirkung Suramins auf HIV assoziierte
maligne Erkrankungen wie das Kaposi-Sarkom oder Non-Hodgkin Lymphome beobachtet werden
3, In der Folge wurden antiproliferative Wirkungen Suramins auf verschiedene Tumorzelllinien
in-vitro festgestellt 343’ Dartiber hinaus kam es zur Translation in klinische Studien. Zunachst
wurde Suramin bei metastasierten Tumoren eingesetzt, die einer konventionellen Chemotherapie
nicht zuganglich waren 8, Weitere Studien bei Patienten mit verschiedenen Tumorentitaten, wie
Prostata-, Nebennierenrinden- und Mammakarzinom folgten 394, Das groRte Interesse galt dem
Einsatz im Rahmen des Prostatakarzinoms, da bei einigen Patienten unter palliativer
Therapieindikation ein gutes Ansprechen auf Suramin beobachtet wurde 4243, Jedoch wurden unter
der Behandlung mit Suramin zahlreiche Nebenwirkungen beobachtet. Insgesamt variieren die
Angaben zur Vertraglichkeit erheblich. Small et al. fanden in ihrer Untersuchung, dass die
Suraminbehandlung gut tolerierbar und die Therapie leicht zu iberwachen war #?, wohingegen
andere Studien aufgrund der Toxizitat einen limitierten klinischen Nutzen in der Anwendung von
Suramin sahen %°. Es scheint, dass unter anderem die spezielle Pharmakokinetik Suramins mit
einer hohen Proteinbindung und einer sehr langen Plasmahalbwertszeit von 44 bis 45 Tagen 32
sowie die Anwendung unterschiedlicher Therapieregime hierfur verantwortlich sind.

Zu den beschriebenen Nebenwirkungen, die unter Suramintherapie auftreten, zahlen unter
anderem allergische Hautreaktionen, Thrombopenien, corneale Schaden, das Auftreten von
Proteinurie und Nephrotoxizitat, Koagulopathien, einer reversiblen Hepatotoxizitat sowie einer
Nebennierenrindeninsuffizienz. Mit am hdufigsten dosislimitierend ist jedoch die Suramin-
vermittelte Neurotoxizitat 2”3, Dabei zeigt sich die neurotoxische Wirkung nur im peripheren
Nervensystem (PNS), da das Suraminmolekil aufgrund der starken negativen Ladungen die Blut-
Hirnschranke nicht passieren kann 2°. Im PNS fiihrt Suramin zum Auftreten einer Polyneuropathie.
Diese prasentiert sich in zwei Formen. H&ufig manifestiert sich eine distal symmetrische, axonale
Neuropathie. Hierbei kommt es zu sensiblen Symptomen, wie strumpf- und handschuhférmige
Hypalgesien, Pallhypdasthesien sowie Dys-, Hyp- und Parasthesien. Die Motorik ist in Form von
Paresen und abgeschwéchten Muskeleigenreflexen betroffen 444°. Seltener wurde hingegen die
Manifestation einer schwerwiegenden, inflammatorischen und demyelinisierenden Neuropathie
beschrieben, welche dem Guillian-Barré Syndrom ahnelt “°. Als Risikofaktor fiir das Auftreten
einer Neuropathie identifizierten La Rocca et al. maximale Suraminplasmaspiegel von ber 350

png/ml. Auch weitere Studien konnten zeigen, dass die Wahrscheinlichkeit, eine Neuropathie unter
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Suramin zu entwickeln, mit der Dosisintensitit ansteigt ***’. Es scheint, dass sowohl die
kumulative Dosis und Therapiedauer als auch die maximalen Plasmaspiegel einen Einfluss haben.
Es wurde auch diskutiert, ob hohe Dosisregime eher mit der demyelinisierenden und niedrige eher
mit der axonalen Form der Neuropathie einhergehen. Die Inzidenz der Suramin-induzierten
Polyneuropathie ist je nach Therapieregime entsprechend variabel. In der klinischen Studie von
Chaudhry et al. entwickelte sich bei 55% der Patienten eine axonale und bei 18 % eine
demyelinisierende Polyneuropathie. Allerdings trat in den zwei Kohorten, die mit hoheren
Dosierungen behandelt wurden, insgesamt in 88% der Félle eine Neuropathie auf, wohingegen in

4 In einem

der Niedrigdosiskohorte kein Auftreten einer Neuropathie beobachtet wurde
Tiermodell von Russel et al. traten sowohl in der Niedrigdosis-, als auch in der Hochdosisgruppe
fast ausschlieBlich eine axonale, langen-, dosis- und zeitabhangige sensomotorische Neuropathie

auf. Histologisch lieRen sich eine axonale Degeneration und Atrophie nachweisen 48,
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2.3.3 Wirk- und Pathomechanismen

2.3.3.1 Antineoplastische Wirkung

Der Wirkmechanismus von Suramin ist
bislang noch nicht eindeutig geklart. Unter
Berlcksichtigung der Literatur scheinen die
Angriffspunkte von Suramin vielfaltig und
komplex. Es wurden zahlreiche Enzyme,
Wachstumsfaktoren und Rezeptoren
beschrieben, auf die Suramin wirkt (siehe
Tabelle (Tab.) 1). Die

Wirkung von Suramin wurde insbesondere

antineoplastische

mit der Bindung an  essentielle
Wachstumsfaktoren in Verbindung gebracht.
Aullerdem wurde die Inhibition der
Angiogenese durch Suramin beobachtet.
(zusammengefasst in ?7). In der Tat legen
verschiedene Untersuchungen nahe, dass die
angiostatische Wirkung und die Hemmung
des Fibroblasten-Wachstumsfaktors

zusammenhangen 4%,

Enzyme/ Wachstumsfaktoren/Rezeptoren

DNS Polymerase

Reverse Transkriptase

Topoisomerase-1 und Il

ATPase

Heperanase

Protein Tyrosin Phosphatasen

Protein Kinase C

Phosphoglyceratkinase

Diacylglycerolkinase

NAD+ abhéngige Histon Deacetylasen

Phosphatidylinositolkinase

G-Protein gekoppelte Rezeptorkinasen

Purin

P2X und P2Y Purinrezeptoren

Phospholipase A2 aus Bothrops asper Gift

Fibroblasten Wachstumsfaktor

Plattchen Wachstumsfaktor

Epidermaler Wachstumsfaktor

Transformierender Wachstumsfaktor R

Insulin-like Wachstumsfaktor

Androgen induzierender Wachstumsfaktor

Nerven Wachstumsfaktor

Heparin bindender Wachstumsfaktor Typ 2

Follikel stimulierendes Hormon

Interleukin 2

Interleukin 6

Tumor nekrose Faktor alpha

Vaccinia virus Komplement Kontrollprotein

Plasmodium falciparum Merozit Oberflachenprotein

Tabelle 1: Wirkmechanismen des Suramins
Enzyme, Wachstumsfaktoren und Rezeptoren, auf die
Suramin in der Literatur beschriebene Effekte austibt.
(Nach McGeary 2008 27)

2.3.3.2 Antiretrovirale und antiparasitare Wirkung

Die antiretrovirale Wirkung wurde schon in Abschnitt 2.3.2 dargestellt. Im Rahmen der

antiparasitaren Effekte wurde die Inhibition verschiedener Enzyme, die z.B. fiir die trypanosomale

Glykolyse oder den Metabolismus der Filarien relevant sind, beschrieben. Ein eindeutiger

Wirkmechanismus in Bezug auf die Therapie der afrikanischen Schlafkrankheit oder der

Onchozerkiasis ist jedoch bis heute nicht identifiziert 2°52,

2.3.3.3 Pathomechanismus der Neurotoxizitat

Aufgrund der Vielzahl an Proteinen an die Suramin bindet, ist das Auftreten der diversen

beobachteten Nebenwirkungen nicht verwunderlich. Allerdings sind die dafir verantwortlichen

Pathomechanismen nicht geklart. Aufgrund des dosislimtierenden Effekts ist insbesondere die
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neurotoxische Wirkung Suramins von Interesse. Es wurden bislang verschiedene Mechanismen
hiermit in Zusammenhang gebracht. Sowohl in-vivo als auch in Spinalganglienzellkulturen wurde
das Auftreten von intrazelluléren lamellaren Einschlusskorperchen, bestehend aus Gangliosiden,
beschrieben. Als Ursache wurde die Inhibition lysosomaler Enzyme vermutet “3°2, Des Weiteren
beschrieben Russel et al. die kompetitive Bindung von Suramin an den NGF-Rezeptor in
Spinalganglienzellkulturen, was zu einem verminderten Neuritenwachstum fihrte. Dieser Effekt
konnte durch gleichzeitige Inkubation mit NGF aufgehoben werden >3, Weitere Untersuchungen
beschrieben Suramin jedoch als Agonist am NGF-Rezeptor oder zeigten keinen protektiven Effekt
von NGF auf Suramin behandelte Neurone 2%, Interessanterweise beschrieben Sun et al., wie in
2.2 erwéhnt, einen Zusammenhang zwischen einer veranderten Calciumhomoostase unter Suramin
und der neurotoxischen Wirkung. Sie zeigten, dass Suramin zu erhohten intrazelluléren
Calciumspiegeln in Spinalganglienzellen in-vitro fiihrt. Hierbei erwies sich ein calciumfreies
Extrazellularmedium sowie der Einsatz von Nimodipin als protektiv auf das Neuritenwachstum
bzw. das Uberleben der Spinalganglienzellen. Daraus leiteten Sun et al. ab, dass Suramin am
ehesten zu einem Calciumeinstrom aus dem Extrazellularraum in die Neurone fuhrt.
Membranstandige lonenkanéle, wie zum Beispiel die durch Nimodipin geblockten L-Typ
spannungsabhangigen Calciumkanéle (engl. Voltage gated Calcium channels (VGCC)), kénnten

dafiir relevant sein 2,

2.4 Relevante lonenkanale der zellularen Calciumhomoostase

In Anlehnung an die Ergebnisse von Sun und Windebank und die zuvor beschriebene
Calciumdyshomoostase im Rahmen der Paclitaxel- und Salinomycin-induzierten Polyneuropathie
scheint eine genauere Betrachtung von Mechanismen relevant, die zu einem erhohten
cytosolischen Calciumgehalt fihren.

Physiologisch liegt eine niedrige Calciumkonzentration im Cytosol sowie eine um ein Vielfaches
hohere im Extrazellularraum und in intrazelluldren Speichern (ER, Mitochondrien) vor. Um dieses
Gleichgewicht aufrechtzuerhalten ist ein komplexes Zusammenwirken von Proteinen mit
Transduktions- oder Enzymfunktion, Calcium-Puffern, Pumpen und lonenkandlen nétig. Ein
cytosolischer Calciumanstieg kann entsprechend dem Konzentrationsgradienten durch die
Freisetzung aus intrazellularen Speichern oder den Einstrom aus dem Extrazellularraum bewirkt
werden. An der Freisetzung aus dem ER ist insbesondere der InsP3-Rezeptor, ein
ligandengesteuerter lonenkanal, beteiligt. Des Weiteren existieren eine Vielzahl von lonenkandlen

in der Zellmembran. Diese kdnnen liganden- bzw. spannungsgesteuert oder aufgrund von weiteren
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Stimuli (siehe 2.4.2) fiir Calciumionen durchlassig werden *°. Die Auswahl der untersuchten

lonenkanal-Familien wird in Abschnitt 5.2.1 diskutiert.

2.4.1 Spannungsabhangige Calciumkanale (VGCC)

VGCCs sind eine Familie von membranstédndigen Calciumkanélen, die sich durch Depolarisation
der Zellmembran 6ffnen und einen, in die Zelle gerichteten, Calciumstrom ermdglichen.
AnschlieBend werden durch Calcium als second messenger vielféltige zelluldre Prozesse,
insbesondere in erregbaren Gewebetypen wie Muskelzellen und Neuronen, vermittelt (siehe 2.2).
VGCCs sind komplexe Proteine, welche aus 4-5 Untereinheiten zusammengesetzt sind. Die grofite
Untereinheit stellt der alpha-1 Komplex dar, welche die zentrale Kanalpore, den Spannungssensor
und bekannte Inhibitor-Bindungsdomanen enthélt. Pharmakologische und elektrophysiologische
Eigenschaften werden maRgeblich durch die verschiedenen alpha-1 Subtypen bestimmt .
Dementsprechend lassen sich je nach Kanaloffnungspotential, der Offnungsdauer und der
Bindungspréferenz von spezifischen Inhibitoren verschiedene Kanaltypen unterscheiden. Diese
werden als L-, N-, P/Q-, R- und T-Calciumkanaltypen bezeichnet und kodnnen den zehn
verschiedenen, molekularbiologisch nachgewiesenen alpha-1 Varianten zugeordnet werden >’
Das Vorkommen der verschiedenen Klassen der VGCC st gewebespezifisch. In
Spinalganglienzellen konnten L-, N-, P/Q-, R- und T-Typ VGCC sowohl mittels
molekularbiologischer Verfahren als auch durch elektrophysiologische und pharmakologische
Untersuchungen nachgewiesen werden. Allerdings ist der VGCC-Besatz der Spinalganglienzellen
variabel und unterscheidet sich vor allem zwischen Spinalganglienzellen mit kleinem, mittlerem

und groBem Durchmesser 5862,

2.4.2 Transient-Rezeptor-Potential- Kanale (TRP-Kandle)

Die Entdeckung der TRP-Kandle geht auf die Beschreibung einer Mutante von Drosophila
Melanogaster im Jahr 1969 zurlick. Cosens et al. stellten fest, dass diese Mutanten bei hellem
Licht zeitweise erblindeten und die Aktivitat im Elektroretinogramm bei Beleuchtung innerhalb
einiger Sekunden abnahm 2. Dieses voriibergehende — transiente - Phanomen war namensgebend
fir das 1989 sequenzierte Gen- und Proteinkorrelat . Im Verlauf konnte mit dem Transient
receptor potential Kanal C1 (TRPC1) das erste menschliche Homolog des Drosophila trp-Gens
nachgewiesen werden 54,

Mittlerweile sind 28 verschiedene TRP-Kanale bekannt, welche anhand der Aminosauresequenz
sieben Untergruppen zugeordnet werden kdnnen. Sechs Untergruppen konnten in Sdugetieren

nachgewiesen werden: TRPC-, TRPM-, TRPV-, TRPA-, TRPP- und TRPML-Kanéle. Allen
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gemeinsam sind sechs transmembrandre Abschnitte, eine zentrale Kanalpore sowie intrazellulére
C- und N- Aminosauretermini .

Dartiber hinaus ist die TRP-Superfamilie eine sehr heterogene Gruppe an unselektiven
Kationenkanalen. lonenselektions- und Permeationseigenschaften variieren hierbei deutlich,
sodass manche Kanéle z.B. hochselektiv Calcium leiten, wohingegen andere kaum fir dieses lon
durchgéngig sind. Insgesamt scheinen TRP- Kanéle direkt oder indirekt bedeutenden Einfluss auf
die Calciumhomaostase zu haben €.

Die Diversitat dieser Kanalfamilie setzt sich auch bei den potentiellen Aktivierungsmechanismen
fort. Unter anderem kdnnen chemische, thermische, mechanische, nozizeptive, auditive und
Lichtreize, aber auch Calciumspeicher-gesteuerte (store-operated) Mechanismen entsprechende
Kanalproteine aktivieren. Bemerkenswert ist, dass die meisten TRP-Kandle polymodalen
Aktivierungsstimuli unterliegen. So reagiert z.B. der TRPV1-Kanal sowohl auf Hitze als auch auf
Capsaicinbindung mit einer Porenoffnung. .

Entsprechend dieser Diversitdt nehmen TRP-Kanéle in zahlreichen Geweben und Zellen
vielfaltige Funktionen ein. Es wird jedoch deutlich, dass sie eine besondere Rolle in der
sensorischen Physiologie spielen. Demzufolge sind eine Vielzahl von TRP-Kanélen als wichtige
Vermittler der Somatosensation auch auf Spinalganglienzellen weit verbreitet %. Vandewauw et
al. konnten die Expression von 17 fiir TRP-Kanéle codierende mRNAs in murinen Spinalganglien
nachweisen. Allerdings scheint es je nach Spinalgangliensegment Unterschiede im TRP-
Genexpressionsmuster zu geben °.

Insgesamt sind viele Eigenschaften und Funktionen der TRP-Kanéle noch nicht genau geklart. Im
Zusammenhang mit der Suramin-induzierten Polyneuropathie erscheint eine Bedeutung dieser
Kanéle aufgrund der erl&uterten Relevanz im Rahmen der Calciumhom@ostase und der weiten

Verbreitung in sensiblen Neuronen mdglich.

2.5 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Gegenstand der vorliegenden Arbeit war es, den Pathomechanismus der Suramin-vermittelten
Neurotoxizitat genauer zu untersuchen. Konkret ist dies fur die klinische Anwendung bei der
afrikanischen Schlafkrankheit und der Onchozerkiasis von Interesse. Das Ziel dabei ist, durch eine
spezifische Therapie eine bessere Vertraglichkeit beztiglich der Neuropathie-induzierenden
Nebenwirkungen zu erreichen. AuBerdem ist es fiir die weitere Erprobung Suramins im Rahmen
der Tumortherapie bedeutsam, eine der wichtigsten dosislimitierenden Nebenwirkungen

behandeln und so ggf. effektivere Therapieregime nutzen zu kénnen.
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Des Weiteren scheint ein besseres Verstandnis von Suramin-induzierten Signalwegen, welche fur

den Untergang von Nervenzellen verantwortlich sind, auch im Gesamtkontext der CIPN relevant.

Dies wird bei Betrachtung des Zusammenhangs von Calciumdyshom@ostase und Neurotoxizitat

im Rahmen der Salinomycin und Paclitaxel-induzierten Neuropathie deutlich. In diesem

Gesamtgeflige konnte ein genaueres Verstandnis des durch Suramin gestérten Calciumhaushalts

das komplexe Bild der pathophysiologischen VVorgange erweitern und mogliche Ansatzpunkte fir

therapeutische Interventionen beleuchten. Dies ist insbesondere aufgrund der bisweilen limitierten

Therapiestrategien der CIPN von Bedeutung.

Abgeleitet von den Untersuchungen von Sun et al. Gberpriften wir folgende Hypothesen:

1.

Suramin  fdhrt in  entsprechenden Konzentrationen zum Untergang von
Spinalganglienzellen.

Suramin-induziert einen Calciumeinstrom aus dem Extrazellularraum in die
Spinalganglienzellen.

Spezifische membranstandige lonenkanéle aus der Familie der VGCC oder TRP-Kandle
vermitteln  den  Suramin-induzierten  Calciumeinstrom. Eine Inhibition des
verantwortlichen lonenkanals wirkt sich protektiv auf das neuronale Uberleben unter
Suramineinwirkung aus.

Die Calciumdyshomdostase fuhrt zur Aktivierung calciumabhangiger Signalkaskaden, die
die Apoptose der neuronalen Zellen bewirken. Durch eine Inhibition der calciuminitiierten,

Enzymkaskade kommt es ebenfalls zur Protektion der neuronalen Zellen.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

Substanzen und Lésungen

Substanz

Hersteller

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-
piperazinyl)-ethansulfonsgure
(HEPES)

Carl Roth GmbH+Co0.KG, Karlsruhe, Deutschland

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid (MTT)

Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA

A 967079

Tocris Bioscience, Bristol, United Kingdom

e ACDEVD CHO Promega GmbH, Mannheim, Deutschland
e Amphotericin B (250pg/ml) Biochrom AG, Berlin, Deutschland
e Aqua dest. B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland

B27® Supplement (50x), serum free

Life Technologies GmbH, Darmstadt, Deutschland

Calcium Chlorid (CaCly)

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Caspase-Glo® 3/7 Assay

Promega GmbH, Mannheim, Deutschland

D-Glucose

Sigma- Aldrich®, St. Louis, USA

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Sigma- Aldrich®, St. Louis, USA

Easycoll seperating solution
1,124mg/dI

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Efonidipin-hydrochlorid-
monoethanolat

Tocris Bioscience, Bristol, United Kingdom

Ethylenglycol-bis (aminoethylether)-
N,N,N’,N’-Tetraessigsaure (EGTA)

Carl Roth GmbH+Co0.KG, Karlsruhe, Deutschland

fetales Kélberserum (FKS)

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Fura-2 AM

Life Technologies GmbH, Darmstadt, Deutschland

Hank’s Balanced Salt solution
(HBSS) (10x)

Life Technologies GmbH, Darmstadt, Deutschland

HC 067047

Tocris Bioscience, Bristol, United Kingdom

lonomycin free acid (engl. Saure)

Tocris Bioscience, Bristol, United Kingdom

Kaliumchlorid (KCI)

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Kaliumhydrogenphosphat(KH2PO4)

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

L- Glutamin (200 mM)

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Liberase ™ DH Research Grade

Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland

Magnesiumsulfat (MgSOa)

Sigma- Aldrich®, St. Louis, USA

MDL 28170

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Mouse Laminin (1mg/ml)

Southern Biotech, Birmingham, USA

Natrium Chlorid (NaCl)

Carl Roth GmbH+Co0.KG, Karlsruhe, Deutschland

Natrium Hydroxid (NaOH)

Carl Roth GmbH+Co0.KG, Karlsruhe, Deutschland

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Sigma- Aldrich®, St. Louis, USA

22



Material und Methoden

e Neurobasal®-A Medium

Life Technologies GmbH, Darmstadt, Deutschland

e NGF 2.5 Protein, Maus

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

e Nimodipin

Cayman Chemical, Michigan, USA

e Ononetin

Tocris Bioscience, Bristol, United Kingdom

e Penicillin/Streptomycin (1000pg/ml)

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

e Phosphat gepufferte Salzldsung
(PBS) (10x)

Life Technologies GmbH, Darmstadt, Deutschland

e Pluronic ® F-127 20% in DMSO

Life Technologies GmbH, Darmstadt, Deutschland

e Poly-L-Lysin (0,2mg/ml)

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

e Pyr3

Tocris Bioscience, Bristol, United Kingdom

¢ Ruthenium Rot

Tocris Bioscience, Bristol, United Kingdom

e Salzséure (HCI) 25%

Carl Roth GmbH+Co0.KG, Karlsruhe, Deutschland

o SNX 482

Tocris Bioscience, Bristol, United Kingdom

e Suramin Hexanatriumsalz

Tocris Bioscience, Bristol, United Kingdom

e Trypanblau 0,5%

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

e ®-Conotoxin MVIIC

Tocris Bioscience, Bristol, United Kingdom

Tabelle 2: Substanzen und Ldsungen

Verbrauchsmaterialien

Material

Hersteller

e p-slide 8 Well
(Mikrsokopiekammer)

ibidi GmbH, Martinsried, Deutschland

e 96 multiwell Platten (steril)

Falcon®, Corning, New York, USA

e Combitips advaced® (versch.
GrofRen)

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

e Corning ® bottle top vacuum
Filter system

Falcon®, Corning, New York, USA

e Eppendorgefale (0,5; 1,5; 2,0
ml)

Sarstedt AG & Co, Nirmbrecht, Deutschland

e Kanilen BD Microlance 27G

Becton, Dickinson and Company, New Jersy, USA

e Pasteurpipetten

Carl Roth GmbH+Co0.KG, Karlsruhe, Deutschland

e Pipettenspitzen (divers. Grofien)

Sarstedt AG & Co, Nirmbrecht, Deutschland

e Spritzen (versch. Grolien)

B. Braun Melsungen AG, Melsungen Deutschland

e Spritzenvorsatzfilter (0,45um)

VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland

e Stabpipetten

Falcon®, Corning, New York, USA

e WeilRe 96 Multiwell Platte

Falcon®, Corning, New York, USA

o Zellsieb (70uM)

Falcon®, Corning, New York, USA

e Zentrifugenrohrchen (12ml,
50ml)

Falcon®, Corning, New York, USA

Tabelle 3: Verbrauchsmaterialien
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Geriate

Gerat

Hersteller

Brutschrank

Binder GmbH, Tuttlingen, Deutschland

CCD-Kamera, Hamamatsu
ORCAR?

Hamamatsu Coorporation, Bridgewater, USA

elektronische Analysenwaage
A200S

Sartorius AG, Gottingen Deutschland

elektronische Mikrowaage M2P

Sartorius AG, Gottingen Deutschland

Fluorimeter Fluoromax-P

HORIBA Ltd., Kyoto, Japan

HeiRluftsterilisator

Heraeus instruments, Berlin, Deutschland

Integra Pipetboy

INTEGRA Biosciences AG,Zizers, Schweiz

Inverses Kontrastmikroskop
LEICA DM IL

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Deutschland

Kolbenhubpipetten (divers.
GroRen)

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Kihlzentrifuge 30RF

Andreas Hettich GmbH & Co.KG, Tuttlingen
Deutschland

Magnetruhrer Heidolph MR
3001

Heidolph Instruments GmbH & Co.KG; Schwabach,
Deutschland

Mikroskop Leica Zoom 2000

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Deutschland

Mikrsokop DMI 3000

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Deutschland

Motorized inverted system
Microscope 1X 81

Olympus Corporation, Tokio, Japan

Multipette® plus

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Objektiv UPlan FLN oil, 40x,
NA 1,3

Olympus Corporation, Tokio, Japan

pH-Meter FG2 FiveGo™

Mettler Toledo GmbH, Giel’en, Deutschland

Plattenschittler

Edmund Buhler GmbH, Hechingen Deutschland

Préparationsbesteck

Manufactures d’Outils Dumont SA, Montignez,
Schweiz

Schittelwasserbad

Gesellschaft fir Labortechnik mbH, Burgwedel,
Deutschland

Sprout Minizentrifuge

Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf,
Deutschland

Standautoklav Systec V-100

Systec GmbH, Linden Deutschland

Zellkultur Sterilbank antair
ZKB

Firma Mahl, Trendelburg-Langenthal

Tristar LB941 Multimode
Microplate Reader

Berthold Technologies GmbH & Co. KG, Bad
Wildbad, Deutschland

Ultraschall Bad, Bandelin
SONOREX Digital 10P

Bandelin electronic GmbH&Co. KG, Berlin,
Deutschland

Vortex MS2 Minishaker

IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen
Deutschland

Tabelle 4: Gerate
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Software

Programm Unternehmen

e Fluorimeter-P Horiba Ltd., Kyoto, Japan

e Graphpad Prism 6 Graph Pad software Inc., La Jolla, USA

e Microsoft Excel 2016 Microsoft Corporation, Redmond, USA

e Microsoft Word 2016 Microsoft Corporation, Redmond, USA

e Mikrowin 2000 Berthold Technologies GmbH & Co. KG,
Bad Wildbad, Deutschland

e Olympus xcellence imaging software Olympus Corporation, Tokio, Japan

Tabelle 5: Software

Puffer, Medien, L dsungen

Spinalganglienzellkultur-Medium

¢ Neurobasal®-A Medium

e Penicillin/Streptomycin 10ug/ml:

e B27® Supplement (50x), serumfrei: 2%

e L-Glutamin: 0,5mM
Nervenwachstumsfaktor (NGF)

e 50ng/ml in PBS (1x) mit 10% fetalem Kalberserum (FKS)

Zahllgsung
e Trypanblau 1:9 in PBS

— anschlieRend filtriert: PorengroRe 0,45um
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT)
e 5mg/ml in PBS (1x)

— anschlieRend filtriert: PorengréBe 0,45um
SDS (Natriumdodecylsulfat)
e 10% in H20 und 0,01M (Endkonzentration) HCI

HEPES-Puffer (10x)
Tabelle 6: HEPES Puffer

mit Calcium ohne Calcium
NaCl 1,3M 1,3M
KCI 0,047 M 0,047 M
MgSO, 0,010 M 0,023 M
KH:PO, 0,012 M 0,012 M
HEPES 0,20 M 0,20 M
CaCl; 0,0126 M -
EGTA - 01M

— anschlieBend filtriert: Porengrofie 0,45um
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HEPES-Puffer (1x)

e HEPES-Puffer (10x) 1:10 in Aqua bidest. verdiinnt
e D-Glucose 5mM
e pH7/4

Losung von Feststoffen
Alle Feststoffe wurden eingewogen, in DMSO oder destilliertem Wasser (Ag.dest.) in

hdchstmoglicher Konzentration gel6st, aliquotiert und bis zum Verbrauch bei -20°C gelagert.
3.2 Spinalganglienzellkultur

3.2.1 Beschichtung der Zellkulturgefalle

Zur besseren Adhasion der Spinalganglienzellen wurden die Zellkulturgeféale vor der Aussaat mit
Poly-L-Lysin (PLL), 0,1mg/ml tber Nacht préinkubiert und anschliefend mit 10pug/ml Maus-
Laminin in PBS fiir 2-3 Stunden beschichtet. Direkt vor der Aussaat der Zellen wurde Laminin
abgesaugt und die ZellkulturgefaRe zweimal mit PBS (1x) gewaschen. Fur die Calcium-Imaging-
Experimente (Imaging engl. Darstellung) wurden PLL beschichtete 8-Well-ibidi p-slides (Well
engl. Loch; slide engl. Objektrager) genutzt, sodass nur die Laminin-Beschichtung erfolgte.

3.2.2 Préaparation der Spinalganglien

Es wurden 0-3 Tage alte Wistar-Ratten-Neonaten ohne Mutter bei der Forschungseinrichtung fiir
experimentelle Medizin (FEM) der Charité bestellt. Bis zur jeweiligen Préparation verblieben die
Jungtiere im Waérmeinkubator. Die Prdparation der Spinalganglien erfolgte nach vorheriger
Dekapitation in einer Zellkultur Sterilbank mit Hilfe eines Auflichtmikroskops (Leica Zoom 2000)
bei 10-12facher VergroRerung. Der Wirbelkanal wurde von zervikal bis sakral er6ffnet. Das
anschlieBende Entfernen des Ruckenmarks legte die Spinalganglien in den Foramina
Intervertebralia frei. Die Spinalganglien wurden mit Hilfe von Pinzetten extrahiert, in mit HBSS
(1x) gefullten Eppendorfgefalen auf Eis aufgefangen und so bis zum Ende der Préparation

gelagert. Die Spinalganglien eines Jungtiers wurden in je einem Eppendorfgefall gesammelt.

3.2.3 Aufarbeitung der Spinalganglien

Im Anschluss an die Praparation wurden die Spinalganglien zweimal mit PBS (1x) gewaschen.

Um die Spinalganglienzellen aus dem Gewebeverband freizusetzen, wurden diese mit Kollagenase

(Liberase™ DH) in Medium versetzt. Die Enzymaktivitdt betrug 0,28 Wiinsch-units (engl.

Einheit). Es folgte die Inkubation fir eine Stunde bei 37°C im Wasserbad. Wéhrenddessen wurden

die Ganglien alle 15 Minuten resuspendiert. Nach der Verdauung mit Kollagenase wurde erneut
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zweimal mit PBS (1x) gewaschen. Nachfolgend wurden die Spinalganglien in Medium
resuspendiert, jeweils 15-20 Mal trituiert, um die Zellen zu dissoziieren, durch ein 70uM Zellsieb
gegeben und in einem 50 ml R6hrchen gesammelt.

Im ndchsten Schritt erfolgte eine Percoll-Dichtegradientenzentrifugation zur weiteren
Aufreinigung der Spinalganglienzellen. Hierfur wurde eine untere Phase mit einer Dichte von
1,038 g/ml mit einer oberen Phase einer Dichte von 1,019 g/ml vorsichtig bei ca. 70° geneigtem
10 ml Zentrifugenréhrchen berschichtet. Beide Phasen setzten sich in entsprechenden Anteilen
aus Spinalganglienzell-Medium und Percoll (Easycoll seperating solution 1,124 mg/dl)
zusammen. Es wurden ebenso viele Dichtegradienten in Zentrifugenréhrchen hergestellt, wie
Tiere prapariert wurden. Die durch das Zellsieb gegebene Zellsuspension wurde gleichméaliig auf
die Zentrifugenréhrchen aufgeteilt und vorsichtig an dessen Wand entlang aufpipettiert. Die
anschlieBende Zentrifugation erfolgte fir 10 Minuten bei 1000g und 4°C. Danach wurde der
Uberstand vorsichtig bis auf ca. 1 ml je Zentrifugenréhrchen abgesaugt, die Zellen resuspendiert
und die Zellsuspension aus allen Réhrchen in einem Rohrchen gesammelt. Waren die Zellen fur
die Durchfuhrung eines MTT- oder Caspase-Assays (Assay engl. chemisches Priifverfahren)
bestimmt, wurde nun erneut 5 Minuten bei 250g und 4°C zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt
und die Zellen im Medium resuspendiert, um das mit der spateren Absorbtions- bzw.
Lumineszenzmessung interferierende Percoll auszuwaschen. Waren Calcium-Imaging Messungen

mit den Zellen geplant, fiel der letzte Zentrifugationsschritt weg.

3.2.4 Zellzéhlung

Im Anschluss an den jeweils letzten Zentrifugationsschritt wurden die Zellen resuspendiert und
fur die Zellzahlung im Verhéltnis 1:1 mit Z&hll6sung verdiinnt, um tote Zellen zu identifizieren.
Anschliefend wurden 20 pl dieser Zellsuspension in eine Fuchs—Rosenthal Z&hlkammer gegeben
und 64 der 256 Kleinguadrate ausgezéhlt. Mit folgender Formel wurde die Zellzahl berechnet:
ZxQxV  Zellen
3,2 ul ul
Z= gezahlte Zellen; Q= Faktor durch anteilig ausgezahlte Kleinquadrate; V= Verdinnungsfaktor

3.2.5 Anlegen der Zellkultur
Nach der Zellzd&hlung wurde die Zellzahl auf 100/ul eingestellt und Amphotericin (2,5ug/ml) und

Nervenwachstumsfaktor (engl. Nerve-growth-factor (NGF)) (0,1 ng/ml) hinzugefigt. Im
Anschluss fand die Aussaat der aufbereiteten Spinalganglienzellen auf den jeweiligen
Zellkulturmaterialien statt. Bis zur weiteren Verwendung inkubierten die Zellkulturen bei 37°C
und 5% CO2 im Brutschrank.
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3.3 MTT-Assay

3.3.1 Testprinzip

Der MTT-Assay ist ein auf Kolorimetrie beruhendes Messverfahren zur Beurteilung der
metabolischen Aktivitat. Hierbei wird das wasserlésliche Salz 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
Diphenyltetrazoliumbromid (MTT) zu wasserunloslichen Formazankristallen reduziert. Dies
geschieht vor allem durch Succinat-Dehydrogenasen, in der mitochondrialen Membran vitaler
Zellen. Somit l&sst sich durch eine anschlieRende Absorptionsmessung eine Aussage Uber die
metabolische Aktivitit und folglich die Vitalitat der Zellen treffen .

3.3.2 Durchftihrung

Zur Messung des MTT-Assays wurden die gewonnenen Spinalganglienzellen in einer Dichte von
ca. 10.000 pro Well auf sterilen und beschichteten (siehe 3.2.1) 96-Well-Zellkulturplatten ausgesat.
Um toxische und protektive Effekte von den zu untersuchenden Stoffen zu messen, wurden nach
ca. 24 h Inkubation je 50pul der zu untersuchenden Substanzlésungen zu den Wells hinzupipettiert.
Nun inkubierten die Zellen erneut fiir ca. 24h bei 37°C und 5% CO>. Als erstes wurde die
Auswirkung verschiedener Suraminkonzentrationen auf die metabolische Aktivitat getestet, um
eine Dosis-Wirkungskurve zu erhalten (siehe Abb. 4). In den folgenden Experimenten wurde der
Effekt von verschiedenen Stoffen, in ansteigenden Konzentrationen, auf die metabolische
Aktivitat unter gleichzeitiger Inkubation mit Suramin untersucht. Folgende Kontrollen wurden in
diesen Experimenten mitgefuhrt: Ag. dest. (Losungsmittel von Suramin), zu untersuchende
Substanz in entsprechenden Konzentrationen ohne Suramin, Suramin und Losungsmittel der zu
untersuchenden Substanz, unbehandelte Kontrolle. Vor Beginn jeder MTT-Assay-Untersuchung
erfolgten mikroskopische Kontrollen, um die Intaktheit des Zellrasens zu kontrollieren. Es wurden
keine Messungen an einem abgeldsten Zellrasen durchgefihrt.

Um den eigentlichen MTT-Assay zu starten, wurde ein Volumen des Farbstoffs MTT im
Verhaltnis 1:10 zu jedem Well hinzugefiigt. Fur die enzymatische Reaktion verblieben die
Zellkulturen fur 30 min. im Brutschrank. Um die Reaktion zu beenden, erfolgte die Zugabe von
Natriumdodecylsulfat-Lésung (SDS) in einem Volumenverhéltnis von 1:1 pro Well. Dies lysiert
die Zellen und solubilisiert die Formazankristalle. Um eine homogene Ldsung zu erhalten,
inkubierten die 96 Wellplatten Gber Nacht im Brutschrank und wurden anschlieBend im Tristar
LB941 Multimode Microplate Reader (Reader engl. Lesegerét) durch Absorptionsmessung bei

einer Wellenldnge von 550 nm, einer Messdauer von 0,2 Sekunden und einer Lampenenergie von
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10000 ausgelesen. Je 96 Wellplatte wurden drei Leerwerte, jeweils bestehend aus Medium, MTT

und SDS zur spéateren Subtraktion bestimmt.

3.4 Cytotox-Fluor Cytotoxicity Assay™

3.4.1 Testprinzip

Im Rahmen der Neurotoxizitatsmessungen sollte auch der Cytotox-Fluor Cytotoxicity Assay™
(Cytotox-Assay) der Firma Promega (Mannheim, Deutschland) verwendet werden. Hierbei wird
die Aktivitat einer bestimmten Protease (von Promega nicht genauer bezeichnet) im
Zellkulturiberstand gemessen. Diese Protease wird nur von toten Zellen, die ihre
Membranintegritét verloren haben, freigesetzt. Die Messung erfolgt Giber die Zugabe des Substrats
bis-AAF-R110, welches Zellmembranen nicht penetrieren kann. bis-AAF-R110 wird von der
Protease enzymatisch gespalten. Das entstehende Produkt besitzt fluoreszierende Eigenschaften.
Das resultierende Fluoreszenzsignal korreliert mit der Menge des Substratumsatzes, wodurch auf
die Protease-Aktivitat und somit auf den Prozentsatz toter Zellen im Vergleich zur Kontrolle

rickgeschlossen werden kann 2.

3.4.2 Durchftihrung

Spinalganglienzellen wurden wie in 3.2 und 3.3.2 gewonnen, kultiviert und behandelt. Nach
Abschluss der Zellkultur-Inkubation wurden aus jedem Well 50 pl Uberstand entnommen und in
ein korrespondierendes Well auf einer schwarzen 96-Well-Platte pipettiert. Zu jedem Well wurden
50 ul Assay-Reagenz, bestehend aus Assay-Substrat und Assay-Puffer im Verhéltnis 1:100,
hinzugefigt. AnschlieRend verblieb die 96-Well-Platte fir 45 Minuten bei 37°C im Inkubator. Die
Fluoreszenzmessung wurde im Tristar LB941 Multimode Microplate Reader bei einer
Anregungswellenldnge von 485 nm und einer Emissionswellenlange von 535 nm mit einer
Lampenenergie von 30.000 und bei einer Messdauer von 0,2 Sekunden durchgefuhrt. Leerwerte

bestehend aus Medium und Assay-Reagenz wurden von den Messwerten subtrahiert 7.
3.5 Caspase-Assay

3.5.1 Testprinzip

Zur Messung der Caspase-Aktivitdt wurde der Caspase-Glo® 3/7 Assay (Caspase-Assay) der
Firma Promega (Mannheim, Deutschland) verwendet.

Hierbei wird die Aktivitat der Caspasen als Korrelat eines Lumineszenzsignals gemessen.

Zundchst werden die Zellen durch den Zusatz des Versuchsreagenzes lysiert. Dadurch werden die
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intrazellular gelegenen Caspasen freigesetzt und spalten ein ebenfalls im Reagenz enthaltenes
Substrat mit der Tetrapeptidsequenz DEVD. Das hierbei entstehende Spaltprodukt erzeugt nach
erneuter Umsetzung durch Luciferase (im Versuchsreagenz enthalten) ein lumineszentes Signal.
Dieses Signal kann in einem Luminometer ausgelesen werden und ist proportional zur Caspase-
Aktivitat in der entsprechenden Probe 2. Da Caspasen als Effektorenzyme im programmierten
Zelltod eine zentrale Rolle einnehmen (siehe 2.2), kann die, im beschriebenen Assay bestimmte

Aktivitéat als Mal flr den Apoptoseprozess angesehen werden.

3.5.2 Durchftihrung

Spinalganglienzellen wurden wie in 3.2 und 3.3.2 gewonnen, kultiviert und behandelt. Das
Versuchsreagenz wurde im Volumenverhaltnis 1:1 zu den Zellkulturen hinzupipettiert und dieser
Ansatz fir 30 Sekunden mittels eines Plattenschittlers vermischt. Es folgte die Inkubation bei
Raumtemperatur fir 60 Minuten. AnschlieBend wurden 90% der Volumina der einzelnen Wells
auf eine weiRe Multiwell-Readerplatte umpipettiert und das Lumineszenzsignal im Tristar LB941
Multimode Microplate Reader bei einer Messdauer von 0,4 Sekunden ausgelesen. Fir die
Berechnung der Caspase-Aktivitat wurde bei jedem Experiment der Leerwert von Medium und

Reagenz bestimmt und von den generierten Werten subtrahiert 7.

3.6 Calcium-Imaging

3.6.1 Prinzip

Calcium-Imaging basiert auf der Fluoreszenzmikroskopie. Mit Hilfe von Calciumindikatoren, die
ihre Fluoreszenzeigenschaften bei Calciumbindung andern, kann der Calciumgehalt einer Zelle
oder eines Gewebes bestimmt werden. Als Calciumindikator wurde Fura-2 Acetoxymethylester
(Fura-2 AM) verwendet. Dieser bildet Chelatkomplexe mit Calcium, wodurch das
Anregungsmaximum des Molekiils von einer Wellenlange von 380 nm hin zu 340 nm verschoben
wird. Die Emissionswellenlange liegt fir beide Anregungsmaxima bei 510 nm. Durch die
abwechselnde Anregung bei den zwei verschiedenen Anregungsmaxima ist es moglich, die wieder
emittierte Lichtenergie als eine Ratio zu berechnen. Dadurch kénnen Faktoren, wie Zelldicke,
Farbstoffbeladung und Belichtungsenergie, die die Messung der Calciumkonzentration
beeinflussen, herausgerechnet und absolute Werte fir freies, intrazellulares Calcium gemessen
werden. Die Bindung von Fura-2 an AM ermdglicht die passive Diffusion des Farbstoffs durch
die Zellmembran in die Zellen. Dort reichert sich Fura-2, nach Abspaltung des

Acetoxymethylmolekiils durch endogene Esterasen, an. 737
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3.6.2 Durchfiihrung

Messaufbau
Gewonnene Spinalganglienzellen wurden auf beschichteten (siehe 3.2.1) 8-Well-ibidi p-slides in
einer Dichte von 20.000-30.000 Zellen pro Well ausgesat. Anschliefend inkubierten die
Zellkulturen Uber Nacht. Fura-2 AM wurde in Pluronic ® F-127 20% in DMSO gel6st und in
HEPES-Puffer (1x) auf eine Zielkonzentration von 5 uM verdlnnt. Mit dieser Losung wurden die
Spinalganglienzellen fir 30 Minuten im Inkubator (37°C, 5% CO>) behandelt. Die Messungen
erfolgten an einem invertierten Olympus IX 81 Mikroskop, mittels eines Uplan FLN oil Objektivs
mit einer 40 fachen VergrélRerung und numerischen Apertur von 1,13. Eine geklhlte CCD-Kamera
detektierte die Lichtsignale, die Datenverarbeitung erfolgte an einem Computer mittels Olympus
xcellence imaging software. Vor Messbeginn wurden Regions of interest (engl. Region von
Interesse (ROIs)) bestimmt. An diesen ROIs erfolgte die Fluoreszenzmessung als Ratio (R) von
der Emission nach Anregung bei 340 nm fur 400 ms zu der Emission nach Anregung bei 380 nm
fiir 200 ms. Der Hintergrund wurde subtrahiert (siehe Abb.3).
Die zu Beginn durchgefiihrte Kalibrierung lieferte Werte fiir minimale (Rmin) und maximale (Rmax)
Fluoreszenzratios. Hierbei wurde Rmin in calciumfreiem HEPES-Puffer (1x) unter Zugabe von 5
MM lonomycin und Rmax In calciumhaltigem HEPES-Puffer (1x) unter Zugabe von 5 puM
lonomycin und 10 mM CaCl> bestimmt.
Intrazelluldre Calciumkonzentrationen wurden fir alle Experimente mit folgender Formel
berechnet: 7°

I R
Kgq ist dabei die Dissoziationskonstante von Fura-2 fur Calcium bei Raumtemperatur (RT) und hat
einen Wert von 225 nM. Q ist die Fluoreszenzratio der Emissionsintensitat, bei Anregung mit
Licht der Wellenlange 380 nm, in Abwesenheit von Calcium im Verhéltnis zu der bei
Calciumséttigung.
Die Fluoreszenzratio 340 nm/380 nm wurde bei allen Experimenten alle 1,5 Sekunden in 185
Wiederholungen bestimmt, sodass in jedem Experiment wéhrend 4,37 Minuten der intrazellul&re

Gehalt freien Calciums bestimmt wurde.

31



Material und Methoden

Abbildung 3: Fura-2 beladene Spinalganglienzellen.

Die dargestellten Spinalganglienzellen wurden im Olympus 1X 81 Mikroskop bei einer Wellenldnge von 380 nm angeregt.
Die Aufnahme erfolgte mittels CCD-Kamera. B: AnschlieBende Bestimmung der Regions of interest (ROl 2-10), jeweils im
Bereich der Spinalganglienzellen sowie des ROI 1 zur Substraktion des Hintergrunds

Messungen

Die Messungen erfolgten, um die Veranderungen des Calciumgehalts der Spinalganglienzellen
unter Zugabe von Suramin im Vergleich zur Kontrolle mit Aqg. dest. zu beobachten. Hierflir wurde
Suramin bzw. Ag. dest. ca. 20 Sekunden nach Messbeginn zugegeben. 30 Sekunden vor Ende der
jeweiligen Messung wurde lonomycin (5uM Zielkonzentration) hinzupipettiert, um einen
Calciumeinstrom in die Zelle zu erzeugen. Dies diente als interne Kontrolle.

Experimente zur Testung der intrazellularen Calciumspeicher wurden in calciumfreiem HEPES-
Puffer (1x) durchgefihrt.

Testungen verschiedener lonenkanalblocker wurden durchgefihrt, indem die Zellen funf Minuten
mit der entsprechenden Substanz in HEPES-Puffer prainkubiert worden sind und die Messung
direkt im Anschluss gestartet wurde.

Ausschlusskriterien

Nicht mit in die Datenanalyse aufgenommen wurden Zellen, deren Calcium-Baseline (Baseline
engl. Grundlinie) zu Messbeginn, also vor Hinzufligen weiterer Substanzen, ber 50 nM lag.
AuBerdem wurden Zellen ausgeschlossen, die einen ungeniigenden Calciumanstieg nach
lonomycin-Zugabe zeigten (berechnet als Differenz (ACa?")): A Ca?* < 200 nM in HEPES-Puffer
mit Calcium und ACa?" <80 nM in calciumfreiem HEPES-Puffer. Zellen, die wahrend der
Messung anfingen ein Oszillationsprofil wie der Hintergrund zu zeigen, wurden als lysiert oder

abgeschwommen erachtet und somit ebenfalls ausgeschlossen.
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3.7 Fluoreszenzbestimmung

3.7.1 Fluoreszenzeigenschaften von Suramin

Suramin  wurde  beziglich  seiner  Fluoreszenzeigenschaften  bei  verschiedenen
Anregungswellenlangen charakterisiert. Hierflr wurde Suramin in einer Konzentration von 10 uM
in PBS geldst. Die Anregung erfolgte bei unterschiedlichen Wellenldngen im Fluorimeter

Fluoromax-P (Horiba Ltd., Kyoto, Japan).

3.7.2 Fluoreszenzeigenschaften des Suramins unter dem
Fluoreszenzmikroskop

Spinalganglienzellen wurden wie fur Calcium-Imaging-Experimente gewonnen und ausgesat

(siehe 3.6.2). Allerdings erfolgte keine Beladung der Spinalganglienzellen mit Fura-2. Mit Hilfe

des Olympus IX 81 Mikroskop erfolgte die Fluoreszenzmessung bei einer Anregungswellenlédnge

von 340 nm und einer Emissionswellenlange von 510 nm. Die Messung wurde iber 5 Minuten

mit einer jeweiligen Belichtungszeit von 500 ms durchgefiihrt. Jeweils 20 Sekunden nach

Messbeginn wurde Suramin in unterschiedlichen Konzentrationen hinzugegeben.

3.8 Statistische Auswertung

Die Daten wurden mit Graphpad Prism Version 6.0 statistisch ausgewertet und graphisch
dargestellt.

MTT-Assays

Fur die Berechnung der Dosis-Wirkungskurve wurden in zwei unabhdngigen Experimenten
jeweils sechs parallele Proben pro Kondition bestimmt. In den folgenden Versuchen wurden je
Behandlungskondition drei parallele Proben in 3 unabhangigen Experimenten gemessen. Leerwert
subtrahierte Absorptionswerte wurden auf die Kontrolle mit Aqua dest. normalisiert und in Prozent
dieser angegeben. Fir Werte der mit Suramin behandelten Zellen fand ein zweiter
Normalisierungsschritt statt. Es wurde flir jeden Wert die Differenz zum Mittelwert (MW), der mit
Suramin und Loésungsmittel (Aqg. dest. oder DMSO) behandelten Konditionen gebildet.

Der MW und die Standardabweichung (engl. Standarddiviation (SD)) der generierten Werte
wurden jeweils berechnet. Werte, die weiter als zwei SDs vom MW entfernt lagen, wurden als
Ausreilder erachtet und ausgeschlossen.

AnschlieRend  wurden die Daten mittels D’Agostino&Pearson-Omnibus-Test — auf
Normalverteilung getestet. Waren die Daten normalverteilt erfolgten die Gruppenvergleiche

mittels oneway ANOVA (engl. Analysis of Variance — Einweg Varianzanalyse) und Holm‘s-Sidak
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Test als PostHoc-Test. Lag keine Normalverteilung der Daten vor, wurde der Kruska-Wallis Test
fur diese multiplen Gruppenvergleiche genutzt. Als signifikant wurden Werte mit p< 0,05
angesehen.

Calcium-Imaging

Es wurde der absolute Calciumanstieg als Differenz des Calciumgehalts der Zellen bei Messende
bzw. vor lonomycinzugabe und des Baseline Calciumgehalts berechnet. Ebenso wie bei der
Analyse der MTT-Assays wurden MW und SDs berechnet und Werte aul3erhalb von zwei SDs von
der statistischen Analyse ausgeschlossen.

Nach Testung auf Normalverteilung durch den D’Agostino-&-Pearson-Omnibus-Test wurden
normalverteilte Daten mittels ungepaartem, zweiseitigem T-Test und nicht normalverteilte Daten
mittels Mann-Whitney U Test auf Signifikanz gepruft. Als signifikant wurden Werte mit p< 0,05

angesehen.
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4 Ergebnisse

4.1 Suramin-Dosisfindung

Um den toxischen Effekt von Suramin auf Spinalganglienzellen zu evaluieren, wurde zu Beginn
eine Dosis-Wirkungskurve bestimmt. Diese ist in Abb. 4 dargestellt. Es lasst sich erkennen, dass
die mittels MTT-Assay gemessene metabolische Aktivitat in dem gewahlten experimentellen
Aufbau bei steigenden Suraminkonzentrationen absank. Die nichtlineare Regressionsanalyse
ergibt eine kalkulierte mittlere inhibitorische Konzentration (IC50) von 283,3 uM mit einem
95%igen Konfidenzintervall von 226,4-354,5 uM. In Anbetracht dieser Ergebnisse wurde fur die
folgenden Experimente eine Suraminkonzentration von 400 uM gewahlt, da diese Konzentration
im dynamischen Bereich der sigmoidalen Kurve liegt und so Zu- und Abnahme der metabolischen
Zellaktivitat gut detektierbar sind, insgesamt aber auch ein deutlich messbarer toxischer Effekt

bewirkt wird.
Dosis-Wirkungskurve Suramin
150+

100+

50 4

metabolische Aktivitit (% CTR)

LRALLL 1 YTy 1

| 1) 100 | 000 10 000 100 000

T T T T T

Suramin (uM)

Abbildung 4: Dosis-Wirkungskurve des Suramins

Spinalganglienzellkulturen wurden auf einer 96-Well Zellkultur Platte fiir 24h mit ansteigenden Suraminkonzentrationen
behandelt. Die metabolische Aktivitat wurde mittels MTT-Assay gemessen. Die Werte sind auf die Kontrolle (CTR) mit Ag.
dest. normalisiert. Darstellung: Mittelwert+Standardabweichung, Anzahl (N)=12 pro Datenpunkt aus zwei unabhéngigen
Experimenten; Statistik: nicht lineare Regressionsanalyse, IC 50: 283,5 uM Suramin; 95% Konfidenzintervall: 226,4-
354,5uM Suramin
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Urspriinglich sollte der MTT-Assay mit dem Cytotox-Fluor Cytotoxicity Assay™ kombiniert
werden, um die Sensitivitat der Zellvitalitats-Messungen zu erhéhen. Jedoch kam es unter der

Verwendung von Suramin zu einer Stérung des Versuchsablaufs (diskutiert in 5.3.1).

In Abb. 5 lasst sich erkennen, dass zunehmende Suramin-Konzentrationen zu einer stetigen
Abnahme des Fluoreszenzsignals fuhrten. Dies wirde bei korrekt funktionierendem Assay
bedeuten, dass mit Suramin inkubierte Spinalganglienzellkulturen im Vergleich zur Kontrolle eine
geringere Anzahl an toten Zellen aufweisen.

1504
1004 L

504

Fluoreszenzintensitit (% CTR)

Suramin (uM)

Abbildung 5: Cytotox-Fluor Cytotoxicity Assay™ an Suramin-behandelten Spinalganglienzellkulturen
Spinalganglienzellkulturen wurden auf einer 96-Well Zellkultur Platte fiir 24h mit ansteigenden Suraminkonzentrationen
behandelt. Die gemessene Fluoreszenzintensitat wurde auf die Losungsmittel-Kontrolle mit Ag. dest. in Prozent normiert.
Darstellung: Mittelwert+Standardabweichung; Anzahl (N)=6 pro Kondition
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In Abb. 6 sind als morphologisches Korrelat, der mittels Dosis-Wirkungskurve beschriebenen
Zellschadigung,  lichtmikroskopische ~ Aufnahmen von  mit  Suramin  behandelten
Spinalganglienzellen dargestellt. Spinalganglienzellen, die mit htheren Suraminkonzentrationen
behandelt wurden, wiesen dabei eine deutlich starkere Granulierung im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle auf (vor allem bei Konzentrationen von 400 uM und 1000 M Suramin).

Dies kann als Korrelat fur den Verlust zellul&rer Integritat angesehen werden.

Abbildung 6: Spinalganglienzellkulturen behandelt mit verschiedenen Suraminkonzentrationen tber 24 h
A: unbehandelte Kontrolle B: Suramin 10uM C: Suramin 100uM D: Suramin 400puM E: Suramin 1mM;
lichtmikroskopische Aufnahmen, VergroRerung: 20x, Leica DMI 3000
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4.2 Calciumeinstrom in Spinalganglienzellen unter
Suraminbehandlung

4.2.1 Calciumeinstrom aus dem Extrazellularraum

Wie in 2.3.3 beschrieben, deuten Ergebnisse von Sun und Windebank auf einen Einstrom von
extrazellularem Calcium in Spinalganglienzellen unter Suramineinwirkung hin. Um dies zu
verifizieren und quantifizieren, wurden Calcium-Imaging Experimente in calciumhaltigem und
calciumfreiem Imaging-Puffer durchgefihrt.

Abb. 7 zeigt die Veranderungen des intrazelluléren Calciumgehalts von Spinalganglienzellen nach
Suraminzugabe in einer Endkonzentration von 1 mM im Vergleich zur Kontrolle mit Ag. dest. Die
Messungen fanden in calciumhaltigem HEPES-Puffer statt. Abb. 7A stellt hierbei exemplarisch
den Verlauf des Calciumanstiegs zweier beobachteter Zellen (Suramin-behandelt versus CTR) dar,
wohingegen Abb. 7B die Hohe des absoluten Calciumanstiegs aller unter diesen Bedingungen
gemessenen Zellen zusammenfasst. Der mediane Calciumanstieg unter Suramin betrug hierbei
56,37 nM = 41,16 nM im Vergleich zu 2,53 nM = 3,1 nM (jeweils Median + SD) unter
Kontrollbedingungen. Dieser Unterschied ist statistisch signifikant (p<0,0001; Mann-Whitney U
Test).

A 400+ 300+
A — CTR (LM) ’l B
Suramin | mM |
300 4 ‘ = rhEh
252 - e
= Z 200+ .
Z 2004 ¢ E
| ~
- / o 1004
100 / <
| .
v | ) -
0 T T T T 1 0= — T
0 1 2 3 4 5
Zeit (min) CTR(LM)  Suramin ImM

Abbildung 7: Calcium-Imaging von Spinalganglienzellen in calciumhaltigem HEPES-Puffer

A: intrazellularer Calciumgehalt (Ca?* Int) im Zeitverlauf tiber 4,37 Minuten von einer Zelle nach Suramin- und einer nach
Aqg. dest.- (CTR) Zugabe. Erster Pfeil: Suramin-/Aqg.dest.-Zugabe, zweiter Pfeil: lonomycinzugabe (interne Kontrolle). B:
Hohe des Anstiegs, des intrazellularen Calciumgehalts (A Ca?* Int) nach Suraminzugabe im Vergleich zur Kontrolle mit
Aq.dest. Darstellung: Box-Plots mit Median, Interquartilabstdnden und 10.-90. Perzentile; Anzahl (N)=26 (CTR) vs. 31
(Sur), Median=2,53 (CTR) vs. 56,37 (Sur) nM, SD=3,1 (CTR) vs. 41,16 (Sur) nM; Statistik: Man-Whitney U Test
(****=p<0,0001, Aqg.dest.=destilliertes Wasser, CTR= Kontrolle, LM= Ldsunsgmittel, nM=nanomolar, Sur= Suramin)

Im Anschluss an den beschriebenen Nachweis des Calciumeinstroms in die Spinalganglienzellen
sollte der Ursprungsort der Calciumionen lokalisiert werden. Hierfir wurden Calcium-Imaging
Experimente in Calcium freiem HEPES-Puffer durchgefihrt (siehe Abb. 8). In Abb. 8A lasst sich

erkennen, dass es im Messverlauf einer exemplarisch dargestellten Zelle, nach Suraminzugabe zu
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einem leichten Abfall der intrazellularen Calciumkonzentration kam. Abb. 8B zeigt die H6he des
Calciumabfalls von Suramin behandelten Zellen im Vergleich zur Kontrolle mit Ag.dest.. Die
mediane Veranderung des Calciumgehalts lag unter Suraminwirkung bei -0,355 nM £ 1,687 nM
im Vergleich zu -0,027 nM % 0,355 nM (jeweils Median = SD) nach Ag. dest.-Zugabe. Dieser
Unterschied ist statistisch nicht signifikant (p=0,0595; unabhéngiger, zweiseitiger T-Test mit
Welch-Korrektion).
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Abbildung 8: Calcium-Imaging von Spinalganglienzellen in calciumfreiem HEPES Puffer

A: intrazellularer Calciumgehalt (Ca?* Int) im Zeitverlauf tiber 4,37 min von einer Zelle nach Suraminzugabe. Erster Pfeil:
Suraminzugabe 1 mM; zweiter Pfeil: lonomycinzugabe (interne Kontrolle). B: Héhe des Anstiegs, des intrazelluldren
Calciumgehalts (A Ca®* Int) nach Suraminzugabe im Vergleich zur CTR mit Ag.dest. Darstellung: Box-Plots mit Median,
Interquartilabstanden und 10.-90. Perzentile, Anzahl (N)=25 (CTR) vs. 24 (Sur), Median= -0,027 (CTR) vs. -0,692 (Sur) nM;
SD=0,355 (CTR) vs. 1,687 (Sur) nM; Statistik: ungepaarter, zweiseitiger T-Test mit Welch-Korrektion;
(Aq.dest.=destilliertes Wasser, CTR= Kontrolle, LM= Lésungsmittel, nM=nanomolar, ns=nicht signifikant, Sur= Suramin)

4.2.2 Variable Dynamik des Calciumeinstroms

Die Messungen des intrazelluldaren Calciumgehalts zeigten Unterschiede in der Dynamik des
Suramin-induzierten Calciumeinstroms in Spinalganglienzellen. Aufgrund dessen definierten wir
Kriterien, mit denen wir die Spinalganglienzellen anhand ihres intrazellularen Calciumprofils in
Gruppen einteilten. Diese Kriterien sind in Tab. 7 dargestellt. Gruppe 1 représentiert dabei Zellen,
die mit einem prompten Calciumanstieg auf die Suraminbehandlung reagierten, wohingegen
Zellen der Gruppe 2 einen verzogerten anhaltenden Calciumeinstrom aufwiesen. Die Zellen, die
der Gruppe 3 zugewiesen wurden, zeigten Charakteristika von beiden zuvor genannten Gruppen.
In den Zellen aus Gruppe 4 flhrte Suramin nicht zu einem veranderten Calciumgehalt. Fir diese
Auswertung wurden alle durchgefuhrten Kontrollen der Calcium-Imaging-Experimente
zusammengefasst. Neun Zellen zeigten ein stark abweichendes Calciumprofil, welches sich keiner

der vier Gruppen zuordnen liel3. Diese wurden ausgeschlossen.
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Gruppe(Gr.) Einschlusskriterien Ausschlusskriterien
Gr.1 . max. Anstieg des Ca?* Int. in den ersten 10 Sek. nach | 1. zweites Max. des Ca?*
Suraminzugabe: > 20 nM (Max.1) int. mit ACa?
int.(Max.2): >20 nM
2. AnschlieRend: Abfall des Ca?* Int. in erster Min.
nach Suraminzugabe um 80% des primaren
Anstiegs, mind. aber unter Ausgangswert + 20 nM
Gr.2 1. max. Anstieg des Ca?* Int. nach Suraminzugabe: 1. Einschlusskriterium 1
>20nm von Gruppe 1
Gr.3 1. max. Anstieg des Ca?" Int. in ersten 10 Sek. nach
Suraminzugabe > 20 nM
2. zweites Einschlusskriterium von Gr.1 und
Ausschlusskriterium Gr.1 erflllt ODER zweites
Einschlusskriterium von Gr.1 nicht erfillt
Gr. 4 1. Anstieg des Ca®* Int. >20
nM

Tabelle 7: Kriterien zur Gruppeneinteilung der Spinalganglienzellen anhand des Calciumprofils

Zur Zuteilung zu einer der Gruppen mussten jeweils alle Einschlusskriterien erfullt sein. Sobald ein Ausschlusskriterium
erfullt wurde, wurde die entsprechende Zelle nicht dieser Gruppe zugeteilt (A=Betrag, Ca?* Int=intrazellularer
Calciumgehalt, nm=nanomolar, max.=maximal, Max.=Maximum, Min.=Minute, Sek.=Sekunde)

Abb. 9A zeigt exemplarisch den Verlauf des Suramin-induzierten Calciumanstiegs in
Spinalganglienzellen, die den Gruppen 1-3 zugerechnet wurden.

Abb. 9B stellt das prozentuale Vorkommen der vier definierten Gruppen grafisch dar.
Spinalganglienzellen, die den Gruppen 2 und 3 zugeteilt wurden, zeigten den Kriterien
entsprechend einen verzdgerten, aber anhaltenden Anstieg des intrazellularen Calciumgehalts.
Somit lasst sich erkennen, dass dieser anhaltende intrazellulare Calciumanstieg in 71,8% der

Spinalganglienzellen nachzuweisen war (Gruppen 2 und 3).
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Abbildung 9: Einteilung von Spinalganglienzellen in Gruppen 1-4 anhand der Dynamik des Calciumeinstroms unter
Suraminbehandlung

A: zeigt exemplarisch den zeitlichen Verlauf des intrazellularen Calciumgehalts (Ca®* Int) von Suramin-behandelten
Spinalganglienzellen, die den Gruppen 1-3 zugeordnet wurden. Die entsprechenden Kriterien zur Gruppeneinteilung sind in
Tab. 7 dargestellt. B zeigt die prozentuale Aufteilung der untersuchten Spinalganglienzellen in die vier definierten Zellgruppen
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4.3 Untersuchung von membranstandigen lonenkanalen in
Spinalganglienzellen unter Suraminbehandlung

4.3.1 Auswirkungen von spezifischen lonenkanalinhibitoren auf die
metabolische Aktivitat

In 4.2 wurde gezeigt, dass es unter Suramineinwirkung zu einem Einstrom von extrazellularem
Calcium in Spinalganglienzellen kommt. Um nun spezifische Kandle zu identifizieren, welche
unter Suraminbehandlung einen Calciumeinstrom ermdglichen, sollten membranstandige
lonenkandle untersucht werden. Dies erfolgte mittels Messung der metabolischen Aktivitat durch
den MTT-Assay nach Suramin Inkubation sowie gleichzeitiger Einwirkung eines spezifischen
lonenkanalinhibitors (siehe 3.3). Es wurden VGCC sowie TRP-Kanale untersucht. Dafuir wurden

Inhibitoren der jeweiligen Subtypen verwendet. Diese sind in Tab. 8 dargestellt.
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Inhibitor Strukturformel Beschreibung

Efonidipin

Inhibitor an L- und T- Typ VGCCs "’
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HC 067047

Al ! N{ 8 o TRPV4 Inhibitor *

Pyr 3

> I
a5k O N TRPC3 Inhibitor

Tabelle 8: Inhibitoren membransténdiger lonenkanéale
Die dargestellten Inhibitoren wurden zur Untersuchung der Suramintoxizitat auf Spinalganglienzellen verwendet.
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Abb. 10 und Abb. 11 zeigen die Ergebnisse der MTT-Assays nach ca. 24 stiindiger Inkubation von
Spinalganglienzellkulturen mit Suramin und verschiedenen Konzentrationen der jeweiligen
lonenkanalinhibitoren. Es lasst sich erkennen, dass die metabolische Aktivitat bei
Kontrollinkubation mit den verschiedenen Inhibitoren ohne gleichzeitige Suraminbehandlung bei
folgenden Konzentrationen im Vergleich zur Kontrolle mit Ag. dest. signifikant verringert war:
10 uM und 50 pM Efonidipin (Abb. 10B) (90,07 % £ 8,83 % und 75,5 % + 8,96 %; jeweils MW
+ SD mit p<0,05;, oneway ANOVA mit Holm’s Sidak PostHoc-Test), 1 UM Ruthenium Rot
(Abb. 10C) (76,52 % * 10,46 %; MW % SD mit p<0,05; oneway ANOVA mit Holm’s Sidak
PostHoc-Test), sowie 100 nM HC067047 (Abb. 11A) (91,41 % + 10,77 %; MW £ SD mit p<0,05;
oneway ANOVA mit Holm’s Sidak PostHoc-Test). Die Ubrigen Kontrollen der verschiedenen
lonenkanal-Antagonisten zeigten in keiner Konzentration eine signifikante Verdnderung der
metabolischen Aktivitat (Abb. 10A-E und Abb. 11A-D).

Im Vergleich zu Aqg. dest. behandelten Kontrollen war die metabolische Zellaktivitat unter allen
Suramin-koinkubierten Bedingungen signifikant erniedrigt (Abb. 10A-E und Abb. 11A-D).

In Abb. 10a ist unter Koinkubation Suramin-behandelter Zellen mit Nimodipin in Konzentrationen
von 100 uM und 150 uM eine signifikante Erhéhung der metabolischen Zellaktivitat im Vergleich
zur Kontrolle mit Suramin und DMSO zu erkennen. Der Anstieg der metabolischen Aktivitat lag
fur Nimodipin 100 pM bei 15,10 % + 8,756 % und fir Nimodipin 150 puM bei 19,05 % + 6,35 %
(jeweils MW = SD und p < 0,0001; oneway ANOVA mit Holm’s Sidak post hoc Test). Wie zuvor
beschrieben war die metabolische Aktivitat dieser Konditionen im Vergleich zur Kontrolle mit
Ag. dest. jedoch immer noch signifikant erniedrigt (Abb 10A).

Im Vergleich zur entsprechenden Kontrolle fiihrte auch eine Koinkubation von Suramin-
behandelten Zellen mit HC067047 in Konzentrationen von 10 nM und 100 nM zu einer
signifikanten Erhohung der metabolischen Aktivitat um 7,193 % * 8,717 % und 7,131 % +
5,519%, wohingegen diese bei einer Konzentration von 1 nM mit -7,471 % + 9,108 % signifikant
erniedrigt war (jeweils MW=SD und p< 0,05; oneway ANOVA mit Holm’s Sidak post hoc Test)
(Abb. 11a).

Des Weiteren zeigte eine Koinkubation von Suramin-behandelten Zellen mit folgenden
lonenkanalinhibitoren einen Trend hin zu einer erhdhten metabolischen Aktivitat im Vergleich zur
Suramin-behandelten Kontrolle, ohne jedoch statistische Signifikanz zu erreichen: Ruthenium Rot
in Konzentrationen von 10 nM, 100 nM und 1000 nM (Abb. 10c), A967079 in einer Konzentration
von 10 nM (Abb. 11b).
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Abbildung 10: 24h Inkubation von Spinalganglienzellen mit 400pM Suramin, VGCC-Inhibitoren und jeweiligen CTR
A-E metabolische Aktivitat in Prozent normalisiert auf die LM-CTR mit Ag. dest (%CTR); a-e metabolische Aktivitat der mit
Suramin und Inhibitor koinkubierten Zellkulturen, als Differenz zur CTR mit Suramin und LM (A%CTR); Darstellung:
MW+SD; N=8-9 aus 3 unabhangigen Experimenten, auler LM-Kontrollen: N=8-18 aus 3-6 unabhangigen Experimenten; LM

ist das Losungsmittel von Suramin (Ag. Dest.) bzw. der VGCC-Inhibitoren (Ag. dest. oder DMSO) Statistik: oneway ANOVA
mit Holm’s Sidak PostHoc-Test (****p<0,0001, ***p<0,001, CTR=Kontrolle, ns= nicht signifikant)
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Abbildung 11: 24 h Inkubation von Spinalganglienzellen mit 400uM Suramin, TRP-Kanal-Inhibitoren und den CTR
A-D: metabolische Aktivitat in Prozent im Vergleich zur LM-CTR mit Ag. dest. (%CTR); a-d: metabolische Aktivitat der
mit Suramin inkubierten Zellkulturen, berechnet als Differenz zur CTR mit Suramin und LM (A%CTR); Darstellung:
MW4<+SD; N=8-9 aus 3 unabhéngigen Experimenten, auRer LM-CTR: N=8-18 aus 3-6 unabh&ngigen Experimenten; LM ist
das Lésungsmittel von Suramin (Ag. dest.) bzw. der TRP-Kanal-Inhibitoren (DMSO) Statistik: normalverteilte Daten -
oneway ANOVA mit Holm’s Sidak Post Hoc-Test; nicht normalverteilte Daten - Kruska-Wallis-Test mit Dunn’s post hoc
Test (*p<0,05, ****p<0,0001, CTR=Kontrolle, nM=nanomolar, ns= nicht signifikant)
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4.3.2 Auswirkungen von spezifischen lonenkanalinhibitoren auf den
Calciumeinstrom

Unter Beachtung der Ergebnisse aus 4.3.1 wurden nachfolgend die Auswirkungen einiger

lonenkanalantagonisten auf den Suramin-induzierten Calciumeinstrom in Spinalganglienzellen

untersucht. In diesen Experimenten wurden jene Substanzen verwendet, die zuvor im MTT-Assay

zu einer signifikanten Erhéhung der metabolischen Aktivitat unter Suraminwirkung flihrten oder

die zumindest einen in diese Richtung weisenden Trend zeigten.

Abb. 12A-D zeigen die Ergebnisse des Calcium-Imagings bei Zugabe von Suramin nach

Préainkubation mit dem jeweils dargestellten lonenkanalinhibitor.

In Abb. 12A ist zu erkennen, dass der mediane intrazellulare Calciumanstieg unter vorheriger

Inkubation mit 150 uM Nimodipin 54,75 + 66,34 nM (Median + SD) betrug, wohingegen dieser

bei DMSO-Kontrolle einen Wert von 101,4 + 57,43 nM annahm. Dieser Unterschied ist statistisch

signifikant (p=0,023; Mann-Whitney U Test).

Bei Prainkubation mit 1 uM Ruthenium Rot (Abb. 12B), 0,5 uM A967079 (Abb. 12C) und 1 uM

HC067047 (Abb. 12D) zeigte sich im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle kein signifikanter

Unterschied in Bezug auf den medianen Anstieg der intrazellularen Calciumkonzentration.
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Abbildung 12: Calcium-Imaging von mit Suramin und lonenkanal-Inhibitoren behandelten Spinalganglienzellen
Dargestellt ist der die Differenz des intrazellularen Calciumanstiegs (A Ca?* Int) unter Suraminzugabe nach funf-minutiger
Vorinkubation mit dem jeweiligen lonenkanal-Inhibitor bzw. LM als CTR (Ag. dest. oder DMSO) in calciumhaltigem HEPES-
Puffer A: Nim (N=34) vs. CTR (N=35); Median+SD=54,75+ 66,35 nM (Nim) vs.101,4 + 57,43nM (CTR); B: RR (N=33) vs.
CTR (N=36); Median+tSD=99,54 + 68,59 nM (RR) vs. 1052 + 93,27 nM (CTR) C: A (N=40) vs. CTR (N=43);
Median+SD=46,55 + 46,43 nM (A) vs. 44,89 £58,71 nM (CTR) D: HC (N=46) vs. CTR (N=18); Median+SD= 64,40 + 49,63
nM (HC) vs. 63,86 + 72,42 nM (CTR); Darstellung: Box-Plots mit Median, Interquartilabstanden und 10.-90. Perzentile;
Statistik: normalverteilte Daten: ungepaarter, zweiseitiger T-Test; nicht normalverteilte Daten: Mann-Whitney U Test;
(*=p<0,05, A=A967079, CTR=Kontrolle, HC=HC 067047, LM=Lg&sungsmittel, Nim=Nimodipin, nM=nanomolar, ns=nicht
signifikant, RR=Ruthenium Rot)

4.4 Untersuchung der Apoptoseinduktion in Suramin behandelten
Spinalganglienzellen

4.4.1 Inhibition von Enzymen der Apoptosekaskade unter
Suraminbehandlung

Wie in der Einleitung erlautert, kann eine verdnderte Calciumhomd@ostase zu einer Induktion
apoptotischer Prozesse fiihren, in welche Caspasen und Calpain involviert sind (siehe 2.2).
Aufgrund dessen sollte untersucht werden, ob eine Inhibition dieser Kaskaden mit spezifischen
Inhibitoren die metabolische Aktivitat der Zellen im MTT-Assay unter Suramineinwirkung erhoht.
Hierfiir wurden Ac DEVD CHO, ein Caspase 3/7 Inhibitor 8, sowie MDL 28170, ein selektiver
Inhibitor von p-Calpain (Calpain 1) und m-Calpain (Calpain 2) * verwendet. Abb. 13 zeigt die

47



Ergebnisse

Ergebnisse der MTT-Assays nach ca. 24 stiindiger Inkubation von Spinalganglienzellkulturen mit
Suramin und den genannten Inhibitoren. Es l&sst sich erkennen, dass die alleinige Inkubation mit
Ac DEVD CHO sowie MDL 28170 im Vergleich zur Kontrolle mit Ag. dest. nicht zu einer
signifikanten Veranderung der metabolischen Aktivitat der Zellen fihrte (Abb. 13A und
Abb. 13B). Unter gleichzeitiger Suramininkubation kam es jedoch bei allen Konditionen zu einer
signifikanten Verminderung der metabolischen Aktivitat im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 13A
und Abb. 13B). Abb. 13a und Abb. 13b zeigen, dass die gleichzeitige Behandlung der Zellkulturen
mit Suramin und dem jeweiligen Inhibitor in keiner der Konzentrationen eine signifikante
Veranderung der metabolischen Aktivitdt im Vergleich zur Suramin behandelten Kontrolle
bewirkte. Allerdings kam es im Vergleich zur Kontrolle bei Intervention durch Ac DEVD CHO
in Konzentrationen von 1 pM und 10 pM zu einer leichten, nicht signifikanten Erhdhung der
metabolischen Aktivitat in H6he von 6,01 % + 9,50 % und 3,83 % + 5,64 % (jeweils MW im
Vergleich zur Kontrolle + SD; nicht signifikant; oneway ANOVA mit Holm’s Sidak PostHoc
Test).
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Abbildung 13: 24 h Inkubation von Spinalganglienzellen mit 400puM Suramin, Caspase 3/7 bzw. Calpain-Inhibitoren
und jeweiligen Kontrollen:

A und B: metabolische Aktivitat in Prozent normalisiert auf die LM-Kontrolle mit Ag. Dest (% CTR); a und b: metabolische
Aktivitat der mit Suramin und Inhibitor koinkubierten Zellkulturen als Differenz zur Kontrolle mit Suramin und LM (A %
CTR) Darstellung: MW+SD; N=8-11 aus 3-4 unabhéngigen Experimenten, LM ist das Lésungsmittel von Suramin (Ag. Dest.)
bzw. der Inhibitoren (DMSO); Statistik: oneway ANOVA mit Holm’s Sidak PostHoc-Test (****p<0,0001, CTR=Kontrolle,
pM=micromolar, nM=nanomolar, ns= nicht signifikant)

4.4.2 Caspase-Aktivitat nach Suraminbehandlung
Unter Inhibition der Apoptosekaskade mit spezifische Inhibitoren kam es nicht zu einer Steigerung
der metabolischen Aktivitat von Suramin behandelten Spinalganglienzellen (siehe 4.4.1). Deshalb
sollte mittels eines Caspase-Assays bestimmt werden, ob und in welchem Malle Suramin in
Spinalganglienzellen zu einer Aktivierung spezifischer Enzymkaskaden der Apoptose fuhrt. Die
Hintergriinde hierzu sind in 2.2 und 3.5 beschrieben.
Abb. 14A zeigt die gemessene Caspase-Aktivitét als Prozent der Kontrolle mit Ag. dest. Aufféllig
ist, dass die gemessene Caspase-Aktivitat zu den Zeitpunkten Oh, 6h und 12h unter der gemessenen
Aktivitat der Aqg. dest. Kontrolle lag. Zu den Messzeitpunkten 18h und 24h stieg die Caspase-
Aktivitat bis auf 111,57 % + 14,31 % und 138,02 % * 8,37 % (jeweils MW+ SD) der Aktivitat der
Ag. dest. Kontrolle an. Abb. 14B zeigt ein Folgeexperiment zur Klarung der Ursache des
erniedrigten  Signals unter Suraminbehandlung. Hierfir wurden drei Gruppen von
Spinalganglienzellkulturen verglichen. Zwei Gruppen wurden fir ca. 24h mit Aq. dest. und die
49



Ergebnisse

dritte mit 400 uM Suramin behandelt. Anschlieend erfolgte die Inkubation mit den Assay-
Reagenzien (siehe 3.5.2) Direkt vor Detektion des Signals im Luminometer wurde zu einer der
beiden Ag. dest. Gruppen Suramin (Ag.dest.+Sur) in einer Endkonzentration von 400 uM
hinzugegeben.

Bei der Gruppe Sur+Aq.dest. wurde mit 191,67 % + 8,39 (MW= SD) eine signifikante erhohte
Caspase-Aktivitat gemessen, wohingegen der Assay bei der Gruppe Ag. dest.+Sur mit 67,89 % +
3,31 % (MW+ SD) eine signifikant erniedrigte Caspase-Aktivitat detektierte. (p<0,0001; oneway
ANOVA mit Holm-Sidak postHoc Test).
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Abbildung 14: Caspase 3/7 Glo® Assay an Suramin-behandelten Spinalganglienzellkulturen

A: zeigt die zu den dargestellten Zeitpunkten in Spinalganglienzellen gemessene Caspase-Aktivitdt unter Inkubation mit
400uM Suramin im Vergleich zur Ag. dest. Kontrolle; Darstellung: MW+SD, N=4 pro Kondition; Statistik: ungepaarter,
zweiseitiger T-test B: Inkubation von Spinalganglienzellen mit Ag. dest. (Gruppe: CTR (Ag.dest.) und Ag.dest.+Sur) bzw. 400
MM Suramin (Gruppe: Sur+Ag.dest.) flr 24h, Hinzufiigen von Suramin zur Gruppe Ag.dest+Sur (Endkonzentration 400 puM)
und Ag.dest zur Gruppe Sur+Ag.dest. direkt vor Lumineszenzmessung; Darstellung: MW+SD, N=4 pro Kondition; Statistik:
oneway-ANOVA mit Holm’s Sidak PostHoc-Test (***p<0,001; ****p<0,0001, Aqg.dest.=destilliertes Wasser; CTR=Kontrolle;
h=Stunde; LM=L06sungsmittel; Sur=Suramin)

4.5 Untersuchung der Interaktion des Suramins mit Luminophoren

4.5.1 Absorptionsmessungen des Suramins

Bei der Durchfiihrung von Fluoreszenz- und Luminszenz-Assays zeigten sich unter Verwendung
von Suramin Interaktionen (diskutiert in 5.3.1). Deshalb untersuchten wir einen mdglichen
Zusammenhang mit einer Lichtabsorption Suramins. Die Messung des Absorptionsspektrums von
Suramin zeigte spezifische Absorptionsmaxima bei 238 nm und 315 nm (nicht dargestellt).

Bei dem genutzten Fluoreszenz-Assay wird die Emission bei 535 nm detektiert (siehe 3.4). Im
Rahmen des verwendeten Lumineszenz-Assays sind Luciferasen fur die Umsetzung des
Luminophors verantwortlich, sodass ein Lichtsignal im Bereich von 500 nm emittiert und

gemessen wird (siehe 3.5). Aufgrund dessen wurde im Tristar LB941 Multimode Microplate
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Reader die Absorption einer Suraminprobe im Vergleich zu einer Kontrolle mit Ag. dest. bei
Wellenlangen im Bereich von 500 nm gemessen. Abb. 15 zeigt die Ergebnisse dieser Messungen.
Sowohl die Absorptionsmessung bei einer Wellenldnge von 485 nm, als auch bei 550 nm zeigte

keinen signifikanten Unterschied zwischen den beiden Gruppen.
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Abbildung 15: Absorptionsmessung im Tristar LB941 Multimode Microplate Reader

A und B stellen die Absorption von 400 uM Suramin in Ag. dest. geldst im Vergleich zur Aqg.dest. CTR bei Durchleuchtung
mit Wellenldngen von 485 nm und 550 nm dar. Darstellung: MW+SD; N=6 pro Kondition; Statistik: zweiseitiger,
ungepaarter T-Test; (%CTR=Prozent von der Kontrolle, Ag. dest.= destilliertes Wasser, CTR=Kontrolle, LM= L&sungsmittel,
ns= nicht signifikant)

4.5.2 Fluoreszenzbestimmung

45.2.1 Fluoreszenzeigenschaften des Suramins

Da die Messung des Absorptionsspektrums von Suramin spezifische Absorptionsmaxima bei 238
nm und 315 nm zeigte erfolgte die Fluoreszenzmessung zunédchst mit einer Anregung dieser
Wellenlangen.

In Abb. 16A und Abb. 16B sind die entsprechenden Emissionsspektren dargestellt. Es lasst sich
erkennen, dass Suramin bei Anregung mit Wellenldngen von 238 nm und 315 nm fluoreszente
Eigenschaften aufweist. Das Emissionsmaximum lag bei Anregung mit beiden Wellenlédngen bei
400-405 nm.

Um Interferenzen der Fluoreszenzeigenschaften Suramins mit den Messungen des Calcium-
Imagings zu detektieren bzw. auszuschlielen wurde das Emissionsspektrum von Suramin
ebenfalls bei Exzitationswellenldngen von 340 nm und 380 nm bestimmt, da diese Wellenlangen
zur Anregung von Fura-2 in den Calcium-Imaging-Experimenten genutzt wurden (Abb. 16C und
Abb. 16D). Bei Anregung mit Licht einer Wellenldange von 340 nm zeigt sich ebenfalls ein
Emissionssignal mit einem Maximum um 400- 405 nm. Bei Anregung mit einer Wellenlédnge von

380 nm wurde kein Suramin-spezifisches Signal gemessen.
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Abbildung 16: Fluoreszenzintensitat von 10 uM Suramin bei verschiedenen Anregungswellenldngen

Messung am Fluorimeter Fluoromax-P.

4.5.2.2 Fluoreszenzeigenschaften des Suramins unter dem Fluoreszenzmikroskop

10+

8

6+

4=

A Fluoreszenzintensitiit (%)

Suramin (uM)

Abbildung 17: Anderung der Fluoreszenzintensitat im
Fura-340 Kanal unter Suraminzugabe

Zunahme der Fluoreszenzintensitét in Prozent unter
Suraminzugabe im Vergleich zur vorher bestimmten
Baseline. Messung am Fluoreszenzmikroskop 1X-80 bei
Zugabe von Suramin in verschiedenen Konzentrationen im
Fura 340 Kanal ohne vorherige Beladung der
Spinalganglienzellen mit Fura-2; Darstellung: MW+SD;
N=5-7 pro Kondition

Da fluoreszente Eigenschaften von Suramin
bei Exzitation mit Licht einer Wellenldnge
von 340 nm gemessen werden konnten, sollte
die Fluoreszenz, in einem fir die
Calciumexperimente genutzten Messaufbau,
getestet werden. Abb. 17 stellt die Anderung
der Fluoreszenzintensitdt, an definierten
ROls,

verschiedenen

unter Zugabe von Suramin in

Konzentrationen zu
Spinalganglienzellkulturen, die nicht mit
Fura-2 beladen waren, dar. Die Anregung
erfolgte bei 340 nm und die Detektion bei 510
nm. Es zeigt sich im Durchschnitt ein geringer
Anstieg der Fluoreszenzintensitat von ca 0,3-
2,75% nach Suraminzugabe, je nachdem

welche Konzentration verwendet wurde.
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5 Diskussion

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die neurotoxische Wirkung Suramins im
Zellkulturmodell untersucht, da verschiedene klinische und experimentelle Untersuchungen das

Auftreten einer Suramin-induzierten Neuropathie beschrieben (siehe 2.3.2).

5.1 Neurotoxische Wirkung des Suramins in-vitro

So fuhrten z.B. Chaudhry et al. elektrophysiologische Untersuchungen an mit Suramin
behandelten Patienten durch. Insgesamt wiesen die meisten betroffenen Patienten verringerte
sensible und motorische Nervenaktionspotentiale verschiedener peripherer Nerven als Korrelat
eines primdr axonalen Schadens auf. In selteneren Fallen stand eine verlangsamte
Nervenleitgeschwindigkeit als Hinweis auf eine demyelinisierende Neuropathie im Vordergrund
4 In Ubereinstimmung mit diesem klinisch nachgewiesenen primar axonalen bzw. neuronalen
Schaden konnte in der vorliegenden Arbeit eine dosisabhéngige, toxische Wirkung Suramins auf
Spinalganglienzellen in-vitro nachgewiesen werden (siehe Abb. 4). Spinalganglienzellen stellen
eine Untergruppe von primér sensiblen Neuronen und somit dem sensiblen Nervensystem dar. Die
Ergebnisse bestatigen zuvor publizierte in-vitro-Untersuchungen an Suramin-behandelten
Spinalganglienzellkulturen 2653, In diesen wurde mit 300 pM Suramin eine sehr &hnliche
Konzentration wie in der hier vorliegenden Arbeit (400 uM Suramin) genutzt. Des Weiteren l&sst
sich die hier gezeigte Schadigung von Spinalganglienzellen mit den Ergebnissen aus Tiermodellen
zur Suramin-induzierten Neuropathie vereinbaren. Russel et al. wiesen eine vornehmlich axonale
Polyneuropathie sowohl in einer Niedrigdosis- als auch in einer Hochdosisgruppe nach. In der
Hochdosisgruppe trat die Neuropathie jedoch schneller auf, was ebenfalls einen dosisabhangigen
Effekt nahelegt. Die mittleren Spitzenplasmaspiegel lagen bei 245 uM in der Niedrigdosis- und
bei 749 uM in der Hochdosisgruppe “2.

Wie schon in 2.3.2 dargestellt, wurde auch in klinischen Studien das Risiko fiir das Auftreten einer
Suramin-induzierten Neuropathie mit maximalen Plasmaspiegeln von mehr als 350 pg/ml bzw.
245 uM in Verbindung gebracht. Insgesamt zeigt sich also zwischen unserer Arbeit und anderen
in-vitro und in-vivo Untersuchungen sowie klinischen Studien eine starke Vergleichbarkeit

beziglich der Dosisabhangigkeit der Suramin-induzierten Neuropathie.

5.1.1 Die Spinalganglienzellkultur als Modell zur Messung der Neurotoxizitat

In der vorliegenden Arbeit wurde die Spinalganglienzellkultur aus postnatalen Ratten als Modell
zur Untersuchung neurotoxischer Wirkungen genutzt. Diese primére, neuronale Zellkultur stellt

Originalgewebe mit entsprechenden Merkmalen und Funktionen dar. Das Gewebe differiert nicht,
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wie z.B. immortalisierte Zelllinien, geno- und phanotypisch von ihren Ursprungszellen. Dies lasst
eine bessere Ubertragbarkeit auf Vorgange in-vivo zu L. Ein Nachteil, den eine primare Zellkultur
gegenuber der Verwendung von Zelllinien jedoch birgt, ist die Kontamination durch unerwiinschte
Zellen. In der hier diskutierten Zellkultur sind dies nicht-neuronale Zellen, wie z.B. Fibroblasten
oder Schwann-Zellen. In einer neuronalen Zellkultur ist dieses Problem von besonderer
Bedeutung, da die nicht-neuronalen Zellen im Gegensatz zu den postmitotischen Nervenzellen zur
Teilung féhig sind und so die Zellkultur Uberwachsen konnen. In den durchgefiihrten
Experimenten stand dieses Problem jedoch, aufgrund der Kiirze der Kultivierung (max. 48h) der
einzelnen Zellkultur, im Hintergrund.

Insgesamt handelt es sich bei der Spinalganglienzellkultur um ein etabliertes Modell, welches
routinemaBig  fur  experimentelle  Untersuchungen der CIPN  verwendet wird
(zusammengefasst in °?). Durch die Verwendung einer dissoziierten Zellkultur konnten die
direkten, schadigenden Effekte Suramins bzw. die mdglichen protektiven Effekte anderer
Substanzen auf die Nervenzellen gut untersucht werden. In-vivo sind die Degeneration von
Axonen und Nervenendigungen ein hdufiges Korrelat der CIPN. In der Spinalganglienzellkultur
liegen diese langen Axone und Nervenendigungen zwar nicht vor, allerdings konnte in diversen
Untersuchungen gezeigt werden, dass die Nervenzellsomata von sensiblen Neuronen den
Nervenendigungen in vielen Eigenschaften &hneln. Dies schliet auch den Rezeptor und
lonenkanalbesatz in der Plasmamembran mit ein %3% (zusammengefasst in %%). Dies ist von
besonderer Bedeutung, da der lonenkanal- und Rezeptorbesatz fiir unsere Fragestellung von
speziellem Interesse war.

Effekte Suramins auf die markscheidenbildenden Schwann-Zellen konnten mit dem genutzten
Zellmodell nicht evaluiert werden. Da jedoch in Anbetracht der Literatur die direkte axonal-
neuronale Schadigung unter Suramin im Vordergrund steht (s.0.), galt unser Interesse den
Nervenzellen des PNS. Zu diesen gehdren neben den Spinalganglienzellen auch die motorischen
und vegetativen Neurone. Wie in 2.3.2 erwéhnt, fihrt die Anwendung von Suramin neben
sensiblen auch zu motorischen Defiziten. Die Aussagen der Untersuchungen des hier verwendeten
Modells des sensiblen Nervensystems sind in diesem Zusammenhang nur bedingt auf
Motoneurone ubertragbar. Mit Blick auf unsere Hypothese ist hierbei insbesondere der
wahrscheinlich andersartige Besatz mit Rezeptoren und lonenkanélen dieser Neuronenpopulation
zu nennen. Andererseits sind sowohl Motoneurone als auch die priméren, sensiblen
Spinalganglienzellen Teile des PNS mit teilweise &hnlichen Eigenschaften, sodass von einer

gewissen Homologie der Schadigungsmuster ausgegangen werden kann.
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Es lasst sich resimieren, dass die Spinalganglienzellkultur ein valides Modell des somatosensiblen
Nervensystems darstellt und sich insbesondere im Rahmen unserer Hypothese als biologisches

Korrelat eignet um die neuronale Schadigung unter Suramin abzubilden.

5.1.2 MTT-Assay als Messinstrument der Toxizitat

Innerhalb der Spinalganglienzellkultur wurde das neuronale Uberleben unter Intervention mit
spezifischen Wirkstoffen gemessen und somit auf die Neurotoxizitat zuriickgeschlossen. Wie in
3.3.1 beschrieben, wurde die Vitalitit der Zellen als Aquivalent der mittels MTT-Assay
gemessenen metabolischen Aktivitidt angesehen. Der MTT-Assay stellt hierbei ein etabliertes
Messinstrument dar, um die Zytotoxizitat von spezifischen Wirkstoffen in der Zellkultur zu
detektieren (zusammengefasst in °’). Da der Enzymmetabolismus vitaler Zellen gemessen wird,
stellt der MTT-Assay ein indirektes MaRR des Zelltods und somit der Toxizitat dar. Die
enzymatische Reaktion wird allerdings nicht nur davon beeinflusst, ob tote Zellen nicht mehr an
der Farbstoffumsetzung teilnehmen, sondern auch durch die H6he der enzymatischen Aktivitat der
vitalen Zellen. Das heif3t, auch der Aktvierungszustand der Zellen beeinflusst das Testergebnis
und so den Riickschluss auf die Anzahl der vitalen Zellen %8, Dartiber hinaus spielt die schon weiter
oben erwéhnte Reinheit der Zellkultur eine Rolle. Denn der durchgefiihrte MTT-Assay misst den
Metabolismus aller, in der Zellkultur vorhandenen Zellen, sodass sich die Ergebnisse nicht
ausschlieBlich auf den Zustand der Spinalganglienzellen beziehen. Wir verwendeten eine
etablierte Methode zur Kultivierung von Spinalganglienzellen, die es ermdglicht, Zellkulturen mit
einem Anteil von ca. 90% an neuronalen Zellen zu generieren.

Weitere Parameter, die einen Einfluss auf die Farbstoffreduktion im Rahmen des MTT-Assays und
somit auf die Test-Sensitivitat haben, sind die Glucose-Konzentration, der pH-Wert, aber auch die
Mitochondrienanzahl in den Zellen %1%, AuRerdem wurde die Interaktion einiger Substanzen mit
dem MTT-Assay beschrieben %%, Im Zusammenhang mit der Wirkung Suramins wurde auch die
Inhibition der mitochondrialen ATPase nachgewiesen %2, Da die Reduktion des Tetrazoliumsalzes
unter anderem in Mitochondrien erfolgt, konnte auch Suramin tber die Mitochondrienschadigung
direkte Auswirkungen auf den Farbstoffumsatz haben. Dies ist allerdings eher als Argument fur
die Verwendung des MTT-Assays in diesem Zusammenhang zu werten, da so exakt am Ort der
Schéadigung gemessen wurde.

Um den Einfluss der angesprochenen Faktoren zu minimieren, fihrten wir entsprechende
Kontrollen immer innerhalb einer Messeinheit (in diesem Fall eine 96-Well Platte) durch und

vermieden den Vergleich von Ergebnissen zwischen zwei Messeinheiten, wenn dies moglich war.
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Des Weiteren kann es zum Ausgleich der Messungenauigkeiten sinnvoll sein, verschiedene,
biochemische Messverfahren zu kombinieren. In der hier vorliegenden Arbeit war geplant, den
Cytotox-Assay als zusétzliches Messinstrument zu nutzen. Dieser misst im Gegensatz zum MTT-
Assay die Freisetzung von Proteasen aus toten Zellen. Allerdings kam es bei der Verwendung von
Suramin zu experimentellen Interaktionen, sodass auf die Anwendung des Cytotox-Assays
verzichtet werden musste (diskutiert in 5.3.1).

Insgesamt kann bei Betrachtung der Dosis-Wirkungskurve festgehalten werden, dass der MTT-
Assay in dem genutzten experimentellen Kontext ein adaquates Messinstrument zu sein scheint,
da erhdhte Suraminkonzentrationen gut mit einer Verringerung der metabolischen Aktivitat
korrelierten (Abb. 4).

5.2 Der Suramin-induzierte Calciumeinstrom in
Spinalganglienzellen

Wie in 2.3.3.3 dargelegt, wurden verschiedene Wirkmechanismen als Ursache fir die
Neurotoxizitat Suramins diskutiert. Sun und Windebank legten anhand ihrer Untersuchungen
nahe, dass der Einstrom von Calcium in das Cytosol aus dem Extrazellularraum und nicht aus
intrazellularen Kompartimenten die Suramin-Neurotoxizitét vermittelt .

In der vorliegenden Arbeit konnte der Einstrom wvon extrazellularem Calcium in
Spinalganglienzellen unter Suramineinwirkung nachgewiesen werden. Dieser Riickschluss ergibt
sich aus der Beobachtung, dass es lediglich wéhrend der Calciummessungen in calciumhaltigem
Extrazellularmedium zu einem signifikanten Suramin-vermittelten Calciumeinstrom kam (siehe
Abb. 7). Dahingegen flhrte die Suraminzugabe in calciumfreiem Medium nicht zu einem
intrazellularen Calciumanstieg (siehe Abb. 8). Waéren intrazellulare Speicher, wie das ER, flr den
Suramin-vermittelten Calciumanstieg verantwortlich, musste die Messung des Calciumgehalts in
calciumfreiem Medium ebenfalls einen Calciumanstieg bei der Zugabe von Suramin detektieren.
Bei der Durchfiihrung dieser Messung konnte jedoch im Gegenteil ein leichtes Absinken des
intrazellularen Calciumgehalts beobachtet werden (siehe Abb. 8). Dies reprasentiert
wahrscheinlich den Fluss von intrazellularem Calcium durch Suramin-aktivierte lonenkanéle in
den Extrazellularraum. Denn in diesem Fall liegt intrazelluldr eine hohere Calciumkonzentration
als extrazellular vor, sodass Calcium, dem Konzentrationsgefalle folgend, ausstromt.

Somit wird deutlich, dass der Suramin-induzierte Calciumeinstrom tber die Plasmamembran der

Spinalganglienzellen vermittelt wird.
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5.2.1 Die Vermittler des Suramin-induzierten Calciumeinstroms

5.2.1.1 Membranstéandige lonenkandale — die potentiellen Kandidaten

Wie in 4.3 beschrieben, wurden spezifische lonenkanalinhibitoren verwendet, um in dem in 5.1
diskutierten Messsystem die Vermittler des Suramin-induzierten Calciumeinstroms zu
identifizieren.

Insbesondere in Neuronen existieren zahlreiche membranstandige Kanalproteine, die den Fluss
von Calciumionen Uber die Plasmamembran ermdglichen. In Anlehnung an die Erkenntnisse von
Sun und Windebank, dass sich der L-Typ Calciumkanalinhibitor Nimodipin protektiv auf das
neuronale Uberleben und Neuritenwachstum unter Suramininkubation auswirkt 26, fiihrten wir
eine systematische Untersuchung der verschiedenen VGCC durch.

Weitere Rezeptorfamilien, die einen Calciumeinstrom vermitteln kdnnen, sind zum Beispiel
ionotrope P2X-Purinrezeptoren sowie TRP-Kanéle. An P2X- und P2Y-Purinrezeptoren wurde
eine antagonistische Wirkung Suramins beschrieben, sodass wir diese Kanalproteine nicht als
Mediatoren des Suramin-vermittelten Calciumeinstroms in Betracht zogen 193104, Bemerkenswert
ist jedoch, dass Purine, wie Adenosintriphosphat (ATP), welche P2X-Rezeptoren aktivieren
kdnnen, der chemischen Struktur Suramins in gewisser Weise &hneln. Beide Molekiile enthalten
aromatische Ringstrukturen und negativ geladene Seitengruppen. Diese Homologie kdnnte eine
Interaktion von Suramin mit Purinrezeptoren erklaren. Auch Agonisten und Antagonisten an TRP-
Kanélen weisen diese aromatischen Ringstrukturen und negativ geladenen Seitengruppen auf
(siehe Tab. 8). AuRerdem spielt die TRP-Kanalfamilie, wie in 2.4.2 beschrieben, eine grofle
Bedeutung in der Reizwahrnehmung des somatosensiblen Nervensystems. Aufgrund dieser
Aspekte sahen wir die TRP-Kanéle als weitere potentielle Vermittler des Suramin-induzierten
Calciumeinstroms in Spinalganglienzellen an. Eine Untersuchung aller 28 bislang identifizierten
TRP-Kandle war im Rahmen des experimentellen Aufbaus nicht zielfuhrend. Deswegen flihrten
wir Experimente zur Untersuchung von vier Vertretern aus jeweils verschiedenen TRP-Kanal
Subgruppen durch. Hierbei wéhlten wir die Antagonisten nach entsprechender Molekulstruktur,
aber auch nach der, in der Literatur beschriebenen, klinischen Relevanz und dem VVorkommen der
jeweiligen TRP-Kanéle in Spinalganglienzellen aus. Im Fokus der Untersuchungen standen die
Kandle TRPV4 und TRPAL, da diese bereits im Zusammenhang der CIPN beschrieben wurden.
TRPV4 scheint eine Rolle in der Paclitaxel-induzierten Neuropathie zu spielen 1%, wohingegen
TRPA1 im Rahmen der Neuropathie durch Oxaliplatin beschrieben wurde 1°. Die Kanile TRPM3

und TRPC3 gehoren zu zwei weiteren Subgruppen der TRP-Kandle und besitzen Funktionen im
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Rahmen der Thermo- und Mechanosensation. Aullerdem konnte eine starke Expression in

sensiblen Neuronen nachgewiesen werden 69:107:108,

5.2.1.2 TRP-und spannungsabhangige Calciumkanale im Blick

Spannungsabhangige Calciumkanale

In den Zellvitalitditsmessungen konnten wir einen protektiven Effekt von Nimodipin in
Konzentrationen von 100 uM bzw. 150 pM auf Suramin-behandelte Spinalganglienzellen
nachweisen (siehe Abb. 10a). Die hohe Reproduzierbarkeit bei nahezu identischen
Konzentrationen validiert hierbei die Wirkung Nimodipins und bestétigt die Ergebnisse von Sun
und Windebank teilweise 6. Allerdings zeigen unsere Resultate, dass die Inkubation mit Suramin
trotz Intervention mittels Nimodipin weiterhin eine deutliche Reduktion des neuronalen
Uberlebens zur Folge hat (siehe Abb. 10A). Insofern wird deutlich, dass Nimodipin den
neurotoxischen Effekt Suramins teilweise, aber nicht vollstdndig aufheben kann. Unter
Berlcksichtigung des zuvor beschriebenen Calciumeinstroms aus dem Extrazellularraum in die
Spinalganglienzellen, liel sich daraus schlielen, dass der L-Typ VGCC, der durch Nimodipin
inhibiert wird, zumindest einen Teil des Calciumeinstroms unter Suramin vermittelt.

In Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen zeigte sich in der Calciumdarstellung in
Spinalganglienzellen eine signifikante Verringerung, aber bei weitem Kkeine vollstandige
Inhibition des Suramin-induzierten Calciumeinstroms durch Nimodipin (siehe Abb. 12A). Im
Gegensatz zu unseren Ergebnissen gaben Sun und Windebank an, dass sich der unter Suramin
erhohte intrazelluldre Calciumgehalt durch die Verwendung von Nimodipin wieder vollstandig
normalisieren wirde. Diese Differenz l&sst sich moglicherweise auf die unterschiedlichen
Versuchsdurchfiihrungen zuriickfiihren. Sun und Windebank maf3en den Calciumgehalt nach einer
viertdgigen Behandlung mit Suramin und Nimodipin, wohingegen wir die akuten Veréanderungen
des Calciumgehalts unter Einwirkung dieser beiden Substanzen detektierten 2°.

Von unseren Ergebnissen l&sst sich ableiten, dass neben L-Typ VGCC weitere Suramin-aktivierte
und fir Calcium permeable lonenkandle in der Plasmamembran von Spinalganglienzellen
existieren. Diese scheinen zur Calciumdyshomdostase und folglich zur Neurotoxizitat unter
Suramin beizutragen. Beobachtungen des Calciumprofils der Spinalganglienzellen nach
Suraminzugabe unterstutzten diese These. Es zeigte sich, dass einige Zellen mit einem frihzeitigen
kurzen Calciumanstieg, weitere mit einem spateren tonischen und wieder andere mit einem
Calciumanstieg der beiden Charakteristika entspricht, auf die Behandlung mit Suramin reagierten
(siehe Abb. 9). Dies konnte auf das Vorkommen verschiedener Suramin-sensibler und Calcium-
leitender lonenkanéle mit jeweils unterschiedlichen Eigenschaften hindeuten.
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Unsere weiteren Untersuchungen mittels MTT-Assay ergaben keine Hinweise auf die Beteiligung
anderer VGCC im Rahmen der Suramin-induzierten neuronalen Schadigung. Auch Efonidipin und
Ruthenium Rot verbesserten die durch Suramin eingeschrankte zelluldre Vitalitat nicht. Zundchst
scheint dies verwunderlich, da Efonidipin und Ruthenium Rot unter anderem auch L-Typ VGCC
inhibieren. Dementsprechend wiirde man eine dhnlich protektive Wirkung wie unter Nimodipin
erwarten. Betrachtet man jedoch die Ergebnisse der MTT-Assays (siehe Abb. 10B und Abb. 10C),
lasst sich erkennen, dass sowohl Efonidipin als auch Ruthenium Rot in hoheren Konzentrationen
per se eine toxische Wirkung auf Spinalganglienzellen haben. Somit wird wahrscheinlich der, Gber
die Inhibition von L-Typ VGCC vermittelte protektive Effekt dieser Substanzen durch die

stoffeigene Toxizitat wieder aufgehoben.

TRP-Kandle

Bei der Untersuchung der vier Vertreter der TRP-Kanal Superfamilie zeigte sich, dass sich die
Inhibition des TRPV4-Kanals durch HC067047 in den Konzentrationen von 10 nM und 100nM in
geringem Malie protektiv auf die Suramin-behandelten Spinalganglienzellen auswirkt (siehe
Abb. 11a). Verwunderlich war jedoch, dass es zu einer signifikanten Verminderung der
Zellvitalitat unter der Koinkubation von Spinalganglienzellen mit Suramin und 1nM HC067047
sowie unter der alleinigen Behandlung mit 100 nM HCO067047 kam (siehe Abb. 11a und
Abb. 11A). Dies lie} sich nicht auf eine Toxizitdt des Inhibitors HC067047 zuruckfuhren, da
dieser in hoheren Konzentrationen keine Verminderung der neuronalen Vitalitat bewirkte. Am
ehesten basieren diese Ergebnisse auf Ungenauigkeiten des genutzten Messsystems, welche in 5.1
diskutiert wurden. Diese heterogene Ergebnislage schwacht die Aussagekraft der detektierten
protektiven Wirkung von HC067047 auf die mit Suramin behandelten Neurone.

In nachfolgenden Messungen des Calciumgehalts in Spinalganglienzellen fiihrte eine Inhibition
des TRPV4-Kanals nicht zu einer Verminderung des Suramin-vermittelten Calciumeinstroms,
sodass eine Interaktion von Suramin mit dem TRPV4-Kanal nicht nachgewiesen werden konnte
(siehe Abb. 12D). Aus den Untersuchungen der weiteren drei TRP-Kanéle liel sich keine
Bedeutung im Rahmen der Suramin-vermittelten Neurotoxizitét ableiten.

Folglich konnten wir die Beteiligung von TRP-Kandlen durch unsere Untersuchungen nicht
eindeutig nachweisen. Da jedoch nur ausgewahlte TRP-Kanéle analysiert wurden und die
Ergebnisse wie zuvor diskutiert eine gewisse Heterogenitat aufwiesen, kann eine Bedeutung dieser

Kanéle im Rahmen der Suramin-induzierten Neurotoxizitdt auch nicht ausgeschlossen werden.
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5.2.2 Subpopulationen von Spinalganglienzellen und die unspezifische
Wirkung des Suramins
Mit Blick auf die diskutierten Ergebnisse bleibt zu bedenken, dass diverse Subpopulationen von
Spinalganglienzellen existieren. Usoskin et al. teilten zum Beispiel 622 murine
Spinalganglienzellen anhand von Expressionsmarkern in elf verschiedene Subtypen ein.
AnschlieRend untersuchten sie die Expressionsmuster verschiedener Rezeptoren und lonenkanale
in diesen Subtypen. Auf diese Weise wurden den verschiedenen Subtypen unterschiedliche
Modalitaten wie z.B. Mechano- oder Thermosensation zugewiesen, da der unterschiedliche
Rezeptorenbesatz erst ermoglicht, dass Zellen auf verschiedene Reize reagieren 1%°.
Wie in 2.4 beschrieben, konnte gezeigt werden, dass sich auch die Expressionsmuster von VGCC
und TRP-Kanilen von Spinalganglienzelle zu Spinalganglienzelle unterscheiden. Beachtet man
die Heterogenitét des Rezeptoren- und lonenkanalbesatzes auf der einen und die zuvor diskutierte
Interaktion von Suramin mit verschiedenen dieser Kanalproteine auf der anderen Seite, wird
deutlich, dass die Reaktion einer einzelnen Spinalganglienzelle auf die Behandlung mit Suramin
sehr unterschiedlich ausfallen kann. Exprimiert die Zelle eine Vielzahl von Suramin-aktivierten
lonenkandlen, kann es zu einem starken Calciumeinstrom und den entsprechenden Konsequenzen
kommen. Im Gegensatz dazu wiirden Zellen, in deren Plasmamembran nur wenige bzw. gar keine,
durch Suramin-aktivierten Kanéle lokalisiert sind, nur einen geringen bzw. keinen
Calciumeinstrom aufweisen. Auch die Dynamik des Calciumeinstroms wird durch die
Eigenschaften der exprimierten und durch Suramin-aktivierten Calciumkanéle bestimmt, sodass
manche Spinalganglienzellen, wie in Abb. 9 dargestellt z.B. einen prompten kurzzeitigen und
andere einen spaten tonischen Calciumeinstrom aufweisen.
Da in den durchgefiihrten Experimenten die Gesamtpopulationen der Spinalganglienzellen
untersucht wurden, kdnnten die dargestellten Aspekte die Variabilitdt und somit die hohen
Standardabweichungen der im Calcium-Imaging gemessenen Calciumsignale erklaren. Um eine
mdoglichst hohe und schnelle Rezeptorsattigung zu gewahrleisten und so die Reaktions-Variabilitat
gering zu halten, nutzten wir fir die intrazelluldaren Calciummessungen hohere
Suraminkonzentrationen, als im Rahmen der Zellvitalititsmessungen (ImM im Vergleich zu
400uM).
Im Kontext der aufgefilhrten Uberlegungen kénnte es sein, dass die verwendeten Inhibitoren
lediglich protektiv auf einzelne Subpopulationen der Spinalganglienzellen wirken. Somit werden
maoglicherweise in der Gesamtanalyse der Spinalganglienzellkultur nur geringe oder keine
protektiven Effekte dargestellt, obwohl eine toxische Wirkung Suramins auf Subpopulationen der
Spinalganglienzellen zu einem hohen Malie antagonisiert wird. Betrachtet man die heterogenen
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Ergebnisse der Untersuchungen des TRPV4-Kanals in diesem Kontext, scheint eine Beteiligung
im Rahmen der Suramin-vermittelten Neurotoxizitdt moglich. So koénnte der entsprechende
Inhibitor (HC067047) insbesondere auf eine Subpopulation von Spinalganglienzellen einen
protektiven Effekt ausiiben, die einen hohen Anteil an TRPV4-Kanélen und einen geringen Anteil
anderer Suramin-aktivierter lonenkandle in der Plasmamembran aufweisen. Ebenso konnte dies
den unvollstandigen, protektiven Effekt Nimodipins auf die Gesamtpopulation der
Spinalganglienzellen erklaren.

Zur genaueren Detektion der jeweiligen Auswirkungen auf das zellulare Uberleben und den
Calciumgehalt waren Untersuchungen an Subgruppen von Spinalganglienzellen sinnvoll.

Des Weiteren ist festzuhalten, dass Suramin im Zusammenhang mit der induzierten

Calciumdyshomd@ostase unspezifische Bindungs- und Wirkmechanismen aufzuweisen scheint.

5.2.3 Spinalganglienzellen zwischen Calciumdyshomd@ostase und Zelltod

In 2.2 wurde der Zusammenhang zwischen der zellularen Calciumhomdostase und
Zelltodmechanismen ausfihrlich beschrieben. Da wir die Suramin-induzierte Dysregulation des
Calciumhaushalts in Spinalganglienzellen nachweisen konnten, war die Untersuchung der dadurch
initiierten Signalkaskaden von besonderem Interesse. In Anlehnung an die Ausfilhrungen von
Bohmerle et al. 2% zu den Zusammenhingen zwischen der Calciumdyshomoostase unter
Paclitaxel und Salinomycin betrachteten wir zunéchst die Beteiligung von Calpain und Caspasen
im Rahmen der Neurotoxizitdt unter Suramin. Interessanterweise Ubten weder die Calpain-
Inhibitoren noch ein Inhibitor der Caspasen- 3 und -7 einen im MTT-Assay messbaren, protektiven
Effekt auf Suramin-behandelte Spinalganglienzellen aus (siehe Abb. 13a und Abb. 13b). Im
Gegensatz dazu beschrieben Sun und Windebank einen protektiven Effekt des Calpain-Inhibitors
auf das Uberleben und axonale Wachstum von Spinalganglienzellen. Hierbei ist anzumerken, dass
Sun und Windebank mit der Quantifizierung des axonalen Wachstums andere Methoden zur
Beurteilung der Neurotoxizitat Suramins nutzten, als die von uns durchgefiihrten Messungen der
metabolischen Aktivitat 2°.

Unsere Ergebnisse des MTT-Assays legen nahe, dass Suramin Caspase- und Calpain-unabhéangig
zum neuronalen Zelltod fuhrt. Allerdings liel sich der Ablauf der zum Zelltod flihrenden,
Suramin-induzierten und Calcium-vermittelten Signalkaskade auf diese Weise nicht genauer
aufklaren.

In diesem Zusammenhang ist es auch interessant, dass eine inhibitorische Wirkung Suramins auf
Caspasen beschrieben wurde. Eichhorst et al. konnten zeigen, dass Suramin die Initiator- Caspasen

8, 9 und 10 in der T-Zell-Lymphom-Zellinie Jurkat hemmt und so antiapoptotisch auf diesen
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Zelltyp wirkt. Demhingegen induzierte Suramin in der Prostatakarzinom-Zelllinie LNCaP
apoptotische Vorgange entsprechend der in 2.3.2 dargestellten Verwendung Suramins im Rahmen
des Prostatakarzinoms. Folglich scheint die Wirkung Suramins auf apoptotische VVorgdnge vom
Zelltyp abhingig zu sein (*19).

Den Beschreibungen der antiapoptotischen Effekte Suramins folgend, kénnte es mdglich sein, dass
Suramin in Spinalganglienzellen gleichzeitig antiapoptotisch tber eine Caspase-Inhibition und
proapoptotisch tber eine Dysregulation der Calciumhomoostase wirkt. Dies verdeutlicht die
Komplexitat der Suramin-vermittelten zellularen Effekte.

Der von uns durchgefuhrte Caspase-Assay sollte die Beteiligung der Caspase-Kaskade in durch
Suramin geschédigten Spinalganglienzellen klaren. Allerdings zeigten sich Interaktionen im
experimentellen Ablauf, welche in 5.3.1 diskutiert werden. Nach einer 24 stiindigen Behandlung
von Spinalganglienzellen wurden dennoch erhéhte Messwerte detektiert, die unter VVorbehalt auf
eine durch Suramin erhohte Caspaseaktivitat hinweisen. Auch immunhistochemische Verfahren
zur Detektion moglicher Zelltodkaskaden unter Suramin, wie die Farbung von Annexin V oder
des Apoptose-induzierenden-Faktors konnten nicht erfolgreich durchgefuhrt werden, da Suramin
mit der Zellkulturbeschichtung interagierte (diskutiert in 5.3.2).

Letztendlich konnte durch die, in 5.2.1 diskutierte, protektive Wirkung Nimodipins auf mit
Suramin behandelte Spinalganglienzellen ein Zusammenhang zwischen Calciumdyshomdostase
und neuronalem Zelltod hergestellt werden. Ein weiteres Indiz fur die Initiierung von
Zelltodmechanismen ergibt sich aus der Beobachtung, dass Suramin bei 71,8% (Gruppen 2 und 3
in Abb. 9B) der Spinalganglienzellen zu einem anhaltenden Anstieg des intrazelluldren
Calciumgehalts fuhrte. Dies weist auf eine ausgedehnte Calciumdyshoma@ostase hin. Norberg et
al. beschrieben zum Beispiel, dass insbesondere langandauernde und nicht kurzzeitige Erhhungen
der intrazelluldaren Calciumkonzentration, in einer Non-small-cellular-lung-cancer-Zellinie, zur
Apoptose-Induktion fiihrten 2.

Insgesamt ist eine Beteiligung von Caspasen im Rahmen der Suramin-induzierten Neurotoxizitat
wahrscheinlich. Ein Zusammenhang mit der gestorten Calciumhomdostase konnte jedoch ebenso

wenig dargestellt werden, wie der genaue Ablauf der Signalkaskade.

5.3 Experimentelle Interaktionen des Suramins

Wie zuvor angedeutet, fiihrte die Verwendung Suramins zu Interaktionen im Rahmen von

verschiedenen Versuchsdurchfiihrungen.
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5.3.1 Interaktion des Suramins mit Fluoreszenz- und Lumineszenz-Assays

Fur die Evaluation der Suramin-vermittelten Toxizitéat sollten urspriinglich der MTT-Assay und
der auf Fluoreszenz basierende Cytotox-Assay kombiniert werden (siehe 3.4 und 4.1). Bei der
Durchfiihrung des Cytotox-Assays fiel jedoch auf, dass hohere Suraminkonzentrationen zu
erniedrigten Fluoreszenz-Signalen fiihrten (siehe Abb.5). Dies wirde bedeuten, dass die
Behandlung von Spinalganglienzellen mit Suramin zu einer Verminderung von toten Zellen fuhren
wirde. Diese Schlussfolgerung war weder mit den lichtmikroskopischen Beobachtungen der
Zellmorphologie noch mit den Ergebnissen des MTT-Assays vereinbar (siehe Abb. 4 und Abb. 6).
In Verbindung mit der stetigen Abnahme des Fluoreszenzsignals bei zunehmenden Suramin-
Konzentrationen deutete dies auf eine Interaktion zwischen Suramin und dem Versuchsablauf hin.
Ein ahnliches Phanomen zeigte sich im Rahmen des Lumineszenz-basierten Caspase-Assays. Zu
Beginn der Messung der Caspase-Aktivitat zeigte sich ein, im Vergleich zu den Kontrollen,
erniedrigtes Signal der Suramin-behandelten Spinalganglienzellkulturen (Abb. 14A). Als
urséchliche Mechanismen fir die Signalabschwéchung zogen wir drei verschiedene
Madglichkeiten in Betracht:

1. Suramin hemmt die Enzyme, deren Aktivitat gemessen werden soll direkt und fihrt so zu
einer verminderten Produktion des fluoreszierenden bzw. lumineszierenden Spaltprodukts.
Im Falle des Lumineszenz-Assays wéren dies die Caspasen 3 und 7. Dies ware aufgrund
der oben diskutierten Beschreibung einer Suramin-vermittelten Caspase 8-, 9- und 10-
Inhibition generell denkbar.

2. Suramin absorbiert die vom Fluorophor/Luminophor emittierte Lichtenergie und fiihrt so
dazu, dass es zu einer verminderten Detektion des Lichtsignals kommt.

3. Suramin interagiert direkt mit dem fluoreszierenden bzw. lumineszierenden Molekill,
sodass dieses nicht angeregt werden kann bzw. die entsprechende chemische Reaktion
unter Emission eines Lichtphotons nicht ablaufen kann.

In einem Folgeexperiment des Lumineszenz-basierten Caspase-Assays konnten wir zeigen, dass
das Zusetzen Suramins, nach abgelaufener enzymatischer Produktumsetzung zu einer
signifikanten Abschwachung des Lumineszenzsignals fuhrt (Abb. 14B). Im Gegensatz dazu fuhrte
eine primdre Inkubation von Spinalganglienzellen mit Suramin nach 24h zu einer signifikanten
Erhohung des Lumineszenzsignals (Abb. 14A und Abb. 14B). Daraus l&sst sich ableiten, dass
Suramin eine Caspase-3/7-Induktion und keine Inhibition in Spinalganglienzellen bewirkt.
Gleichzeitig schwdacht Suramin jedoch das resultierende Lichtsignal aufgrund der oben

dargestellten Hypothesen zwei oder drei ab.

63



Diskussion

Interessanterweise zeigt das Absorptionsspektrum Suramins lediglich Maxima bei 238 nm und
315 nm. Auch im Tristar LB941 Multimode Microplate Reader konnte im direkten Vergleich zur
Kontrolle (Ag.dest.) keine starkere Absorption einer Suraminldésung im Wellenlangenbereich von
485-550 nm detektiert werden (Abb. 15). In diesem Wellenlangenbereich findet die Lichtemission
bei den genutzten Fluoreszenz- und Lumineszenz-Assays statt. Auch die Fluoreszenzspektren
Suramins zeigen keine relevanten Signale in diesem Bereich (Abb. 16). Folglich erscheint eine
Interaktion Suramins mit dem emittierten Lichtsignal nicht wahrscheinlich. Insofern konnte
Suramin direkt Gber eine chemische Reaktion mit den jeweiligen Luminophoren interagieren und
so die Photonenabgabe inhibieren.

Insgesamt vermindert die beschriebene Interaktion die Aussagekraft des Assays, was
Folgeexperimente mit den zuvor im MTT-Assay untersuchten Inhibitoren nicht als sinnvoll
erscheinen lieR3.

Auch im Rahmen des Calcium-Imagings spielt die Fluoreszenzmessung, wie in 3.6 erlautert, eine
wichtige Rolle. Aufgrund des in Abb. 16 dargestellten Fluoreszenzspektrums Suramins erschien
eine Interaktion mit den Calciummessungen bei einer Wellenlange von 340 nm mdglich.
AuRerdem waére natlrlich auch in diesem experimentellen Ablauf eine direkte Interaktion
Suramins mit dem genutzten Fluorophor (hier Fura-2) denkbar. Wir haben eine gewisse
Signalverdnderung im genutzten Messaufbau unter Suraminzugabe gemessen. Die genauen
Auswirkungen im experimentellen Ablauf konnten jedoch nicht quantifiziert werden, da keine
Ratio von Lichtsignalen bestimmt und unter Abwesenheit von Fura-2 gemessen wurde, um einen
Suramin-spezifischen Effekt erkennen zu kdénnen. Folglich lieR sich auch keine Aussage Uber eine
potentielle direkte Interaktion Suramins mit Fura-2 treffen. Der minimale Intensitatsanstieg des
Lichtsignals nach Suraminzugabe bei Anregung mit einer Wellenldnge von 340 nm deutete aber
darauf hin, dass Suramin die dargestellten Calciummessungen nicht mafgeblich beeinflusst
(Abb. 17).

5.3.2 Suramin-Interaktion mit der Zellkulturbeschichtung

Zur genaueren Untersuchung der apoptotischen Vorgange in mit Suramin behandelten
Spinalganglienzellen sollten, wie zuvor erwéhnt, Immunfluoreszenzfarbungen durchgefihrt
werden. Jedoch fihrten die zahlreichen Waschschritte dazu, dass sich der Suramin-behandelte
Zellrasen abloste, was folglich keine Zellfarbungen zulieB. Zellkulturen, die als Kontrollen dienten

und lediglich mit dem Ld&sungsmittel behandelt wurden, zeigten hingegen keine verstarkte
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Tendenz sich abzulésen. Die ZellkulturgefaBe wurden, wie in 3.2.1 beschrieben, anhand eines
etablierten Protokolls mit PLL und Laminin beschichtet.

Es ist bekannt, dass neuronale Zellen im Allgemeinen schlechte Adhé&sionseigenschaften besitzen.
Eine Beschichtung mit extrazelluldren Matrixproteinen ermdglicht jedoch ein besseres Anhaften
der Zellen und fordert das axonale Wachstum (dargestellt in 1),

Die Beobachtung des sich abldsenden Zellrasens unter Suramin-Inkubation deutete auf eine
Interaktion von Suramin mit der Beschichtung hin. Interessanterweise beschrieben Prigozhina et
al. in ihrem Versuchsablauf ebenfalls eine Interaktion zwischen Suramin und Laminin. Suramin
fihrte dabei zur Auflésung von Matrigel, welches zur Herstellung von dreidimensionalen
Zellverbanden genutzt wird. Matrigel besteht zu 61 % aus Laminin. Von ihren Folgeexperimenten
leiteten Prigozhina et al. ab, dass insbesondere die negativ geladenen Sulfatgruppen Suramins fiir
die Interaktion verantwortlich sind und die Bindungen von Laminin auflosen %2,

In diesem Kontext ist ebenfalls zu beachten, dass Suramin in der Literatur als Analogon von
Heparan-Sulfaten beschrieben wird und so u.a. die Enzyme Heparanase und Iduronat-Sulfatase
hemmt 113114 Diese sind am Abbau von Heparan-Sulfaten beteiligt (dargestellt in 1311%), Heparan-
Sulfate sind Bestandeile der Zell-Glykokalix, aber auch der extrazellularen Matrix. Sie kdnnen an
die extrazelluldren Matrixproteine Laminin und Kollagen binden %7 Diesbeziiglich
beschrieben Zabrenetzky et al., dass Suramin die Bindung zwischen sulfatierten Glykokonjugaten
(hierzu gehoren Heparan-Sulfate) auf Melanomzellen und Lamininmolekilen der
Extrazelluldrmatrix inhibiert 18, Diese Wirkung wurde ebenso wie die Hemmung der Heparanase
mit der Antitumoraktivitat Suramins in Verbindung gebracht. Es wurde geschlussfolgert, dass
Suramin hierdurch die Migration von Tumorzellen unterbindet und nachfolgend eine
Metastasierung hemmt 124,

Unter Betrachtung der dargestellten Ergebnisse von Prigozhina et al., dass Suramin mit Laminin
interagiert und der Analogie Suramins zu Heparan-Sulfaten, ist eine Interaktion mit der
Zellkulturbeschichtung wahrscheinlich. Scheinbar bindet Suramin, wie Heparan-Sulfate tber
seine Sulfatgruppen an Laminin. Suramin wirde also Heparan-Sulfat-Bindungsstellen der
Lamininmolekiile besetzen. Folglich kdnnten Heparan-Sulfate als Bestandteile der Zell-
Glykokalix nicht mehr an diese Stellen binden und so keine Zelladhasion vermitteln. AuRerdem
konnten auch die Lamininbindungen und so die Struktur der Zellkulturbeschichtung in sich gestort
werden. Insgesamt wére das entsprechende Korrelat die mangelnde Adhéasion der
Spinalganglienzellkultur.

Als alternative Beschichtung von Zellkulturoberflachen im Zusammenhang mit der Kultivierung

von Spinalganglienzellen kann Kollagen verwendet werden. Dies soll sogar den Vorteil einer
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stirkeren Adhasionskraft bieten. Dennoch kam es auch nach einer Beschichtung mit PLL und
Kollagen zu einem Abschwimmen des Spinalganglien-Zellrasens. Im Gegensatz zu unseren
Beobachtungen leiteten Prigozhina et al. von ihren Versuchen keine Interaktion von Suramin mit
Kollagen ab. Allerdings ist zu beachten, dass Kollagen, wie zuvor beschrieben, ebenfalls mit
Heparan-Sulfaten interagieren kann. Folglich koénnte Suramin die Adhésion der
Spinalganglienzellen an eine kollagene extrazellulare Matrix auf ahnliche Weise stéren, wie dies
Im Zusammenhang von Laminin diskutiert wurde (s.0.).

Des Weiteren ist zu beachten, dass die beschriebene gestérte Zelladhédsion unter Suramin auch fur
die Messung der Zellvitalitat der mit Suramin behandelten Spinalganglienzellen bedeutsam ist.
Denn ein gutes Anhaften von neuronalen Zellkulturen ist fur die zellulare Vitalitit relevant 12,
Somit konnte eine verminderte zelluldre Vitalitat unter Suramin auch zum Teil auf eine gestorte
Zelladhésion zurtickzufthren sein. Um diesen Einflussfaktor zu minimieren, erfolgten, wie in 3.3.2
beschrieben,  mikroskopische  Kontrollen der Spinalganglienzellkulturen vor allen
Zellvitalitdtsmessungen. Auflerdem zeigen die in 5.2.1.2 diskutierten Ergebnisse unter dem
Einfluss von Nimodipin, dass weitere Ursachen der Suramin vermittelten Toxizitat in diesem
Modell detektierbar sind.

5.4 Allgemeine Limitationen

Im Rahmen dieser experimentellen Laborarbeit wurden primdre Spinalganglienzellkulturen
generiert. Das Protokoll zur Gewinnung dieser Zellen ist im Verhéltnis zum Ertrag sehr aufwéndig.
Dies limitierte die Anzahl ,,N* an Wiederholungen der Einzelexperimente. Dadurch erhdhte sich
die Anfalligkeit der Ergebnisse fur Fehler im Versuchsablauf. Zu diesen mdglichen Fehlern z&hlen
u.a. Pipettierfehler, eine unterschiedliche Zelldichte der Zellkulturen in verschiedenen Wells, die
Kontamination der Zellkulturen durch nicht neuronale Zellen sowie Konzentrationsschwankungen
der eingewogenen Substanzen. Durch das Vorgehen nach einem standardisierten und etablierten
Protokoll sollte die Fehlerzahl geringgehalten werden. AuRerdem erfolgte z.B. die Aussaht der
Zellen meanderformig um mogliche Schwankungen der Zellzahl pro Milliliter gleichmaRig auf
die Wells zu verteilen.

Limitationen bezuglich der Zellkultur, der genutzten Assays oder des Calcium-Imagings wurden

schon zuvor diskutiert.
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5.5 Schlussfolgerung und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurde die Bedeutung der Calciumhomdostase fir die Suramin-
induzierte Neuropathie im Zellkulturmodell untersucht. Hierbei konnten wir den Nachweis eines
durch Suramin gestorten Calciumhaushalts erbringen. In Rickbezug auf die eingangs
besprochenen Substanzen Salinomycin und Paclitaxel verdeutlicht dies die Rolle von Calcium als
mdoglichem Vermittler der CIPN. Interessant ist hierbei, dass alle drei dargestellten Substanzen
uber unterschiedliche Mechanismen zu einer Dysregulation der Calciumhomdostase fiihren. Wir
konnten zeigen, dass Suramin einen Einstrom von extrazellularem Calcium bewirkt. Insbesondere
den L-Typ VGCC konnten wir als Mediator des Calciumeinstroms identifizieren. Da jedoch
deutlich wurde, dass Suramin wahrscheinlich unspezifisch an verschiedenen membranstandigen
Kanélen ansetzt, waren diesbeziiglich differentielle Untersuchungen der Calciumstrome an
Subpopulationen von Spinalganglienzellen hilfreich.

Insgesamt fiigen sich diese Ergebnisse in das Bild der diversen Wirkmechanismen Suramins ein,
die wahrend der 100 Jahre seit der Entdeckung dieser Substanz beschrieben wurden (siehe 2.3).
Ob Paul de Kruif diese besonderen und vielféltigen Eigenschaften im Jahr 1926 schon erahnte, als
er sagte: ,, It [Suramin] does outlandish things to the cells and fluids of the human body...“(engl.:
,,ES [Suramin] hat sonderbare Auswirkungen auf die Zellen und Flissigkeiten des menschlichen
Korpers...«) 11°, Aus heutiger Sicht ist dies eine treffende Beschreibung, da Suramin offensichtlich
unspezifische Bindungseigenschaften besitzt und so pleiotrope Effekte auf verschiedenste
Zielstrukturen ausubt.

In diesen Kontext lasst sich auch das Auftreten der dargestellten Interaktionen Suramins wahrend
der experimentellen Abldaufe einordnen. Die von uns detektierten Auswirkungen Suramins auf die
Durchfiihrungen von Lumineszenz- und Fluoreszenz-Assays sowie die Beeintrachtigung von
Zellkulturbeschichtungen ist von besonderer Relevanz fur die weitere experimentelle Verwendung
dieser Substanz. Im Rahmen von Fluoreszenz- oder Lumineszenz-Messungen in Suramin-haltigen
Medien konnte es zu veranderten Messergebnissen kommen, die zu Fehlinterpretationen fihren
wirden. So wére es z.B. moglich, dass eine Signalabschwéchung in entsprechenden Assays
falschlicherweise auf eine verminderte Enzymaktivitét zurtickgefuhrt wiirde. Des Weiteren sollte
der Einfluss von Suramin auf Zellkulturbeschichtungen beachtet werden. Dies ist, wie zuvor
diskutiert, insbesondere im Rahmen von neuronalen Zellen relevant, da die Adhé&sion sowohl die
Vitalitat dieser Zellen als auch das axonale Wachstum beeinflusst. Insgesamt l&sst sich das
beobachtete Phdnomen wahrscheinlich auf die Interaktion mit extrazelluldren Matrixproteinen wie

Laminin zurlckfuhren, sodass diese Wirkweise auch in-vivo bedeutsam ist. Eine tiefergehende
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Untersuchung der beobachteten Interaktionsmechanismen Suramins ware fir den weiteren
experimentellen Umgang von groRem Interesse.

Insbesondere fiir die Untersuchung der durch Suramin initiierten und tber Calcium als second-
messenger vermittelten Zelltodkaskade ware dies relevant. Denn aufgrund der dargestellten
Beeinflussungen der Versuchsabldufe konnte die Signalkaskade nicht genau analysiert werden.
Eine Aktivierung von Caspasen ist jedoch aufgrund der Messergebnisse wahrscheinlich. Die
Anwendung anderer Methoden wie Western-Blot oder Durchflusszytometrie zur Darstellung der
entsprechenden zelluldren Ablaufe war aufgrund der limitierten Ausbeute der, durch Praparation
gewonnenen, priméren Spinalganglienzellen nicht moglich. Nichtsdestotrotz ist die Aufklarung
der Calcium-vermittelten Signalkaskade im Rahmen der Suramin-induzierten Neuropathie von
besonderer Bedeutung, um die pathophysiologischen Ablédufe und damit mdgliche
Therapiestrategien zu beleuchten.

Insgesamt lasst sich jedoch festhalten, dass ein verstarkter klinischer Einsatz Suramins
insbesondere im Rahmen von malignen Erkrankungen nicht absehbar ist. Denn die zuvor
diskutierten unspezifischen Wirkungen Suramins bedingen die in 2.3.2 dargestellten, vielfaltigen
Nebenwirkungen. Dies fiihrt zu einer aufierst komplexen Handhabung dieser Substanz sowohl im

Klinischen als auch im experimentellen Einsatz.
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