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Abklrzungen

Ca* Calcium lonen

CIPN Chemotherapie-induzierte Polyneuropathie
ER Endoplasmatisches Retikulum

HMSN Hereditare motorisch-sensible Neuropathie
InsP3 Inositol-1,4,5-triphosphat

InsP3R Inositol-1,4,5-triphosphat Rezeptor

KG Kdrpergewicht

NCS-1 Neuronaler Ca?* Sensor 1

SNAP Sensibles Nervenaktionspotential

TRP »1ransient receptor potential“ Kanéle




1. Einleitung

1.1 Klinische Aspekte Chemotherapie induzierter Polyneuropathien (CIPN)
Polyneuropathien gehéren mit einer Pravalenz von circa 10% zu den haufigsten
neurologischen Erkrankungen. Unter den mehr als 100 beschriebenen
Differentialdiagnosen dieses Krankheitsbildes nimmt die Gruppe der medikamentds-
toxischen Neuropathien eine wichtige Position ein. In dieser wiederum sehr
heterogenen Entitdt sind insbesondere Zytostatika vermittelte Neuropathien
angesichts der hohen Pravalenz von Tumorerkrankungen von zunehmendem
Interesse. Viele hochaktive Zytostatika wie zum Beispiel Platin-Komplexe (Krarup-
Hansen et al. 2007), Proteasominhibitoren (speziell Bortezomib (Richardson et al.
2003)), Taxane (insbesondere Paclitaxel (Postma et al. 1995)) und Vincaalkaloide
(Caccia et al. 1977) fuhren héaufig zu einer Dosis und Therapie limitierenden
Neuropathie (Siehe auch Ubersichtsarbeit von (Argyriou et al. 2014)). Die mit der CIPN
einhergehende gesteigerte Morbiditat und Letalitat der Patienten hebt die
soziobkonomische Bedeutung dieses Krankheitshildes hervor und unterstreicht die
Notwendigkeit intensiver Forschung zu dieser Erkrankung.

Obwohl neurotoxische Phé&nomene trotz des postmitotischen Zustands von
Nervenzellen fur viele Zytostatika zu den héufigsten und am schlechtesten
kontrollierbaren Nebenwirkungen zahlen, sind fur die meisten Substanzen die
zugrundeliegenden Pathomechanismen nur unvollstdndig erforscht. Trotz intensiver
Bemuhungen gibt es daher fur die CIPN keine an grof3en Patientenkohorten validierte
Therapie- bzw. Praventionsmdglichkeit (zusammengefasst in (Hershman et al. 2014)).
Aktuelle Therapiestrategien erschépfen sich in einer klinisch haufig sehr schwierigen

und unbefriedigenden symptomatischen Therapie.



Das Fehlen sowohl einer praventiven als auch einer spezifisch therapeutischen
Behandlung ist insofern bemerkenswert, da die CIPN als ein Modell einer
neurodegenerativen Erkrankung im peripheren Nervensystem mit einem Kklar
definierten Beginn verstanden werden kann. Eine praventive bzw. friihe therapeutische
Intervention ware aufgrund des definierten Schadigungszeitpunkts zumindest
theoretisch dann problemlos méglich, wenn sich der molekulare Mechanismus der
CIPN-Induktion vom Wirkmechanismus des Zytostatikums unterscheidet. Da dies nach
erfolgter Zulassung einer Substanz nur sehr schwer mit Sicherheit nachzuweisen ist,
bestehen aus onkologischer Sicht gegenuber einer praventiv applizierten
Komedikation Vorbehalte in Bezug auf eine moglicherweise verminderte zytostatische
Wirkung (Boehmerle et al. 2015). Zurzeit besteht die einzige gut belegte praventive
Strategie zur Vermeidung einer CIPN daher in der Veranderung des Therapieplans
hinsichtlich der Haufigkeit, Dosierung und des Applikationswegs der neurotoxischen
Substanz. So wurde etwa fiur den Proteasominhibitor Bortezomib eine signifikant
geringere Haufigkeit von Neuropathien nach subkutaner statt intravendser Infusion

berichtet (Moreau et al. 2011).

1.2 Préklinische Modelle der CIPN

Zur weiteren Erforschung von CIPN Pathomechanismen und der praklinischen
Testung mdglicher therapeutischer bzw. praventiver Interventionen wurden bislang
eine Vielzahl von Zell- und Tiermodellen vorwiegend in den Spezies Maus und Ratte
beschrieben (Authier et al. 2009). Da sensible Phanomene im Tiermodell nur schwer
zu erfassen sind, wird in praktisch allen Studien eine Verminderung der mechanischen
(und oder thermischen) Reizschwelle als Goldstandard verwandt. Ubertragen auf die
humane Situation wird dies meist als Aquivalent der von Patienten berichteten

mechanischen oder thermischen Allodynie gewertet. Ein methodischer Nachteil dieser



Untersuchungen ist, dass letztlich eine motorische Reaktion auf einen isolierten
(artifiziellen) Stimulus bewertet wird und somit nur dann valide Ruckschlisse auf das
sensible Nervensystem gezogen werden kdnnen, wenn die Tiere auch auf motorische
Defizite hin untersucht wurden. Es ist zudem umstritten inwiefern die Entwicklung einer
mechanischen Allodynie relevante Probleme der Patienten abbildet, da diese oft am
meisten unter (spontan auftretenden) neuropathischen Schmerzen leiden. Auch die
Wahl der Spezies bzw. des Stammes beeinflusst in erheblichem Ausmali
experimentelle Resultate. Eine vergleichende Untersuchung an 10 verschiedenen
Mausstammen zeigte eine teilweise mehr als doppelt so starke Auspragung der
Paclitaxel-induzierten mechanischen Allodynie zwischen den Gruppen (Smith et al.
2004).

Im Hinblick auf die Pathogenese der CIPN deuten zahlreiche publizierte Ergebnisse
aus Zell- und Tiermodellen auf eine wichtige Rolle einer gestérten intrazellularen
Calcium (Ca?*) Homoostase. So konnte im Rattenmodell gezeigt werden, dass durch
die Applikation Ca?* puffernder Substanzen eine Verbesserung des klinischen
Phanotyps einer Paclitaxel, Vincristin bzw. Zalcitabin induzierten Polyneuropathie
erreicht wird (Siau et al. 2006). Auch fur Ca?* permeable Kationenkanale aus der
Lransient receptor potential“ (TRP) Familie wurde wiederholt ein Zusammenhang mit
Veranderungen der mechanischen aber auch thermischen Reizschwelle in CIPN
Modellen gezeigt (Alessandri-Haber et al. 2004, Alessandri-Haber et al. 2008, Chen et
al. 2011, Materazzi et al. 2012). In weiteren Experimenten ergaben sich Hinweise fur
die Effektivitat von Ethosuximid, einem T-Typ Ca?*-Kanal Inhibitor, im Paclitaxel und
Vincristin Tiermodell (Flatters et al. 2004). Im Rahmen der oben angefiihrten Studien
wurde jedoch nicht untersucht, ob mit der klinischen Verbesserung, insbesondere der
mechanischen Allodynie, auch eine strukturelle Veranderung des peripheren

Nervensystems einhergeht. Im unginstigsten Falle sind die untersuchten molekularen
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Mechanismen daher nur fir symptomatische Therapieansatze geeignet. Im Gegensatz
zu den vorgenannten Studien wurde fir die Blockade der Ca?* abhangigen Protease
Calpain im Mausmodell der Paclitaxel induzierten Neuropathie ein effektiver Schutz in
den Endpunkten Verhalten, Elektrophysiologie und Histologie gezeigt (Wang et al.
2004). Ein wichtiges Merkmal dieser Studie ist der Nachweis einer erhaltenen
zytostatischen Wirkung trotz neuroprotektiver Intervention. Damit spricht diese Arbeit
nicht nur fir eine kausale Rolle der Ca?* Dyshomdostase in der Pathogenese der
Paclitaxel induzierten Neuropathie, sondern ertffnet die Moglichkeit einer gezielt
protektiven Behandlung bei erhaltenem antiproliferativem Wirkmechanismus. In
eigenen Vorarbeiten konnten wir zeigen, dass Paclitaxel in neuronalen Zellen mit
kurzer zeitlicher Latenz eine durch das Protein neuronaler Ca?* Sensor 1 (NCS-1) und
dem Inositol-1,4,5-trisphosphat Rezeptor (InsP3R) vermittelte Dysregulation der
intrazellularen Ca?* Homoostase hervorruft (Boehmerle et al. 2006). Bei langerer
Exposition mit Paclitaxel wurde eine Aktivierung der Ca?* abhangigen Protease
Calpain, sowie eine Calpain vermittelte Erniedrigung der intrazellularen NCS-1
Konzentration nach Paclitaxelbehandlung nachgewiesen. Eine pharmakologische
Inhibition von Calpain konnte sowohl den Abbau von NCS-1, als auch Veranderungen
InsP3 vermittelter Ca2* Signale verhindern. Diese Beobachtungen unterstiitzen die
These, dass es in Paclitaxel behandelten neuronalen Zellen durch eine Ca?
vermittelte Aktivierung der Protease Calpain zu einer negativen Feedbackschleife mit
Spaltung des Paclitaxel bindenden Proteins NCS-1 und nachfolgend verminderter
InsP3 vermittelter Ca?* Freisetzung aus dem ER kommt (Boehmerle et al. 2007).

Weitere Anhaltspunkte fir eine bedeutende Rolle der intrazellularen Ca?* (Dys-)
Homoostase im Kontext toxischer Neuropathien, wurden fir das in der experimentellen
Tumorforschung genutzte und zur Behandlung der Schlafkrankheit zugelassene

Medikament Suramin berichtet. So fuhrte die Behandlung kultivierter Spinalganglien
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mit Suramin zu einer Erhohung der zytoplasmatischen Ca?* Konzentration,
vermindertem Wachstum von Neuriten sowie bei langerer Exposition zum Tod der
Zellen. Die weitere Untersuchung der zugrundeliegenden Mechanismen legte einen
durch spannungsgesteuerte Ca?* Kandle in der Plasmamembran vermittelten Effekt
nahe, konnte jedoch den molekularen Pathomechanismus nicht restlos aufklaren (Sun
et al. 1996).

Obwohl sich aus den oben angefiihrten Studien eine Bedeutung der intrazellularen
Ca?* Homoostase fiir die Pathogenese der CIPN ableiten lasst, sind weitere Arbeiten
zur Aufklarung molekularer Mechanismen und moglicher Praventionsstrategien
unerlasslich. Die Schwierigkeiten bei der Interpretation tierexperimenteller Arbeiten mit
dem alleinigen Endpunkt Verhalten unterstreichen darlber hinaus die herausragende

Bedeutung geeigneter Endpunkte fur praklinische Studien.



1.3 Zielstellung
Vor dem Hintergrund des ungelosten medizinischen Problems Chemotherapie
induzierter Neuropathien stellt eine weitere Erforschung der zugrundeliegenden

Pathomechanismen einen zentralen Schritt bei der Entwicklung spezifischer

therapeutischer bzw. praventiver Behandlungen dar. Im Rahmen der vorliegenden
Arbeit erfolgte die Untersuchung molekularer Mechanismen, um diese dann in
geeigneten Mausmodellen zu validieren und préaventive Interventionen zu evaluieren.

In den hier zusammengefassten Forschungsarbeiten wurde folgenden, im Kontext der

Pathogenese und Pravention Zytostatika induzierter neurotoxischer Nebenwirkungen

relevanten Fragen nachgegangen:

I.  Fdhrt Paclitaxel auf Einzelkanalebene zu einer InsPsR Modulation? Wie
verhalten sich nicht neuronale erregbare Gewebe bei Paclitaxel Exposition und
welche Faktoren beeinflussen differentielle Effekte?

II.  Verursacht das Zytostatikum Salinomycin eine Veranderung der intrazellularen
Ca?* Homoostase?

a. Welche molekularen Mechanismen liegen diesem Effekt zugrunde?
b. Welche zellularen Prozesse werden dadurch initiiert?

lll.  Istes moglich Symptome einer sensiblen Neuropathie im Spontanverhalten von
M&ausen nachzuweisen?

IV.  Welche Gemeinsamkeiten bzw. Unterschiede bestehen im Hinblick auf die
Endpunkte Verhalten, Elektrophysiologie und Histologie in CIPN-Mausmodellen
klinisch relevanter Zytostatika?

V. Kann durch eine gezielte Intervention im Bereich der zellularen Ca?*
Homoostase die Entwicklung einer CIPN verhindert werden? Hat dies negative

Auswirkungen auf die zytostatische Wirksamkeit?



2. Eigene Arbeiten

2.1 Pathomechanismen im Zellmodell
2.1.1 Paclitaxel verandert die intrazellulare Ca?* Homoostase durch eine NCS-1
abhangige Modulation des InsPsR auf Einzelkanalebene mit gewebespezifischer

Aktivierung nachgeordneter Signalwege

Zhang, K., Heidrich, F.M., DeGray, B., Boehmerle, W., Ehrlich, B.E. (2010). ,Paclitaxel
accelerates spontaneous calcium oscillations in cardiomyocytes by interacting with

NCS-1 and the InsP3R*". J Mol Cell Cardiol. 2010 Nov;49(5):829-35.

In eigenen Vorarbeiten konnte gezeigt werden, dass in neuronalen Zellen
therapeutische Paclitaxelkonzentrationen tber einen InsPsR und NCS-1 abh&ngigen
Mechanismus zu einer Ca?* Dyshomg&ostase mit Aktivierung der Protease Calpain
fuhren (Boehmerle et al. 2006, Boehmerle et al. 2007). Unklar blieb bei diesen Arbeiten
jedoch, wieso bei nahezu ubiquitarer Expression von NCS-1 und dem InsP3R eine
pradominante Schadigung im peripheren Nervensystem durch die Paclitaxel
Exposition resultiert und ob neben dem InsPsR und NCS-1 weitere Faktoren fir die
beobachteten Paclitaxel-induzierten Effekte vorhanden sein missen. In der
vorliegenden Arbeit konnte durch Inkorporation von InsPsR in artifizielle
Doppellipidmembranen nachgewiesen werden, dass die Offnungswahrscheinlichkeit
des InsPsR nach Zugabe des Proteins NCS-1 sowie Paclitaxel sprunghaft stieg. Bei
Zugabe der Tragerflussigkeit anstatt von Paclitaxel bzw. Fehlen von NCS-1 konnte
dieser Effekt hingegen nicht induziert werden. Um gewebespezifische
Nebenwirkungen des Paclitaxel besser verstehen zu kénnen, untersuchten wir die
Auswirkungen einer Paclitaxel Exposition auf Herzmuskelzellen. Hierbei zeigte sich,
dass nach einer mehrstiindigen Paclitaxel Inkubation die Oszillationsfrequenz
spontaner Ca?* Oszillationen in Kardiomyozyten zunahm und eine Verstarkung InsPsR

10



vermittelter Ca?* Signale nachgewiesen werden konnte. Als molekulares Korrelat zu
dieser Beobachtung konnte eine vermehrte NCS-1 Proteinmenge abgegrenzt werden.
Dieser im Vergleich zu neuronalen Zellen entgegengesetzte Befund lasst sich am
ehesten durch einen verminderten Proteinabbau bedingt durch die vermehrte Bindung
des NCS-1 an den InsP3R und eine sehr viel niedrigere Expression der Ca?* aktivierten
Protease Calpain in Kardiomyozyten im Vergleich zu neuronalen Zellen erklaren.
Zusammenfassend fuhrt Paclitaxel in verschiedenen Geweben, durch eine NCS-1
vermittelte Modulation der Offnungswahrscheinlichkeit des InsPsR, zu einer
Veranderung der intrazellularen Ca?* Homoostase, wobei je nach Ausstattung mit Ca?*
abhangigen Effektorproteinen wie zum Beispiel Proteasen gewebespezifisch differente

Effekte induziert werden.
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Zhang, K., Heidrich, F.M., DeGray, B., Boehmerle, W., Ehrlich, B.E. (2010). Paclitaxel
accelerates spontaneous calcium oscillations in cardiomyocytes by interacting with
NCS-1 and the InsP3R. J Mol Cell Cardiol. 2010 Nov;49(5):829-35. Epub 2010 Aug 27.

doi: http://dx.doi.org/10.1016/].yjmcc.2010.08.018
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2.1.2 Salinomycin induziert eine Ca?* vermittelte bimodale Caspasen Aktivierung
in Spinalganglienzellen

Boehmerle, W. and Endres, M. "Salinomycin induces calpain and cytochrome c-
mediated neuronal cell death." Cell death & disease, (2011), 2: €168

Salinomycin ist aufgrund seiner Wirksamkeit gegen Chemotherapie resistente Zellen
bzw. Tumorstammzellen (Gupta et al. 2009) ein aussichtsreicher Kandidat fur
adjuvante Chemotherapien. Vor dem Hintergrund einer mdglichen Kklinischen
Anwendung evaluierten wir in der vorliegenden Arbeit die Toxizitdt von Salinomycin
auf kultivierte murine Spinalganglien. Hierbei konnten bereits nach 8h fur Apoptose
typische Veranderungen nachgewiesen werden. Da Salinomycin ein lonophor ist,
untersuchten wir durch Salinomycin ausgeléste Veranderungen des intrazellularen
ionalen Milieus. Es zeigte sich zunachst eine Erh6hung der zytoplasmatischen Na*
Konzentration mit einer nachfolgenden, durch Na*/Ca?* Antiporter vermittelten, Ca?*
Akkumulation und Depolarisation der Mitochondrien. Diese Prozesse fuihren zu einer
dualen Aktivierung der Initiator-Caspase 9 mittels eines Calpain und Caspase 12
vermittelten Signalwegs einerseits und Cytochrom c Freisetzung aus depolarisierten
Mitochondrien andererseits. Uber die Aktivierung der Effektor-Caspase 3 wird dann
der apoptotische Zelltod ausgeltst. Die prophylaktische Blockade von Na*/Ca?*
Antiportern in der Plasmamembran bzw. den Mitochondrien wies eine zu einer direkten
Blockade von Caspase 3 vergleichbare Effektivitat auf. Bei Beschrdnkung auf einen
molekularen Mechanismus war die Blockades des mitochondrialen Na*/Ca?*
Antiporters Uberlegen, da nicht nur die intrazellulare Ca?* Akkumulation reduziert,
sondern auch eine mitochondriale Depolarisation und darauf folgende Cytochrom c
Freisetzung verhindert wird. Diese Daten unterstreichen die Relevanz einer
intrazellularen Ca?* Dyshomdostase fir die Pathogenese toxischer Effekte in

Spinalganglienzellen.
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Boehmerle, W., & Endres, M. (2011). Salinomycin induces calpain and cytochrome c-
mediated neuronal cell death. Cell Death and Disease, 2(6), e168.

doi: http://dx.doi.org/10.1038/cddis.2011.46
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2.2 Tiermodelle der CIPN

2.2.1 Automatisierte Ganganalyse als alternativer Endpunkt im CIPN Tiermodell
Huehnchen, P.*, Boehmerle, W.*, Endres M.

~<Assessment of paclitaxel induced sensory polyneuropathy with "Catwalk" automated
gait analysis in mice.“ PLoS One. 2013 Oct 15;8(10):e76772.

In den vergangenen Jahren wurden unter anderem zur adjuvanten Behandlung von
Mammakarzinomen Protokolle fur die dosisdichte Chemotherapie entwickelt (Sparano
et al. 2008). Dosisdicht bezeichnet dabei die haufigere Gabe eines Zytostatikums mit
einer geringeren Einzeldosis. Angesichts fehlender Tiermodelle fir diese
Therapiestrategie etablierten wir in der vorliegenden Arbeit ein Mausmodell
dosisdichter Paclitaxel-Therapie. Trotz einer hohen kumulativen Gesamtdosis wurde
dieses Protokoll von den Tieren gut vertragen und fihrte zur Ausbildung einer
ausgepragten mechanischen Allodynie, sowie deutlich reduzierter sensibler
Nervenaktionspotentiale (SNAP) im Sinne einer sensiblen Neuropathie. Anhand
dieses Tiermodells evaluierten wir dann, ob durch eine automatisierte Ganganalyse
mittels des sogenannten ,Catwalk® Test Symptome sensibler Neuropathien im
Spontanverhalten von Mausen objektivierbar sind. Bei dieser Methode laufen Mause
einzeln durch einen abgedunkelten Tunnel zu lhrem Kafig, wobei ein durch den
Pfotendruck  ausgelostes  intensitatscodiertes  Signal  aufgezeichnet  und
semiautomatisch ausgewertet wird. Hierbei zeigte sich, dass Tiere mit einer sensiblen
Neuropathie den Kontakt Ihrer Hinterpfoten zur Unterlage durch eine Verlangerung der
Schwung- und Reduktion der Standphasen bzw. Verminderung der Auflageflache
minimierten. Durch eine symptomatische medikamentése Behandlung besserten sich
die Veranderungen im Gangverhalten. Zusammenfassend konnte gezeigt werden,
dass die semiautomatische Ganganalyse als zusatzlicher Parameter zur Beurteilung

sensibler Neuropathien im Mausmodell geeignet ist.
29



Huehnchen, P., Boehmerle, W., Endres M.

~<Assessment of paclitaxel induced sensory polyneuropathy with "Catwalk" automated
gait analysis in mice.”

PLoS One. 2013 Oct 15;8(10):e76772.

doi: http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0076772
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2.2.2 Gemeinsamkeiten und Unterschiede der Bortezomib, Cisplatin, Paclitaxel
und Vincristin induzierten Neuropathie im Mausmodell

Boehmerle, W.*, Huehnchen, P.*, Peruzzaro, S., Balkaya, M. and Endres, M.
"Electrophysiological, behavioral and histological characterization of paclitaxel,
cisplatin, vincristine and bortezomib-induced neuropathy in C57BI/6 mice." Scientific
Reports, (2014), 4: 6370.

Um der humanen Situation naher zu kommen wurden bereits zahlreiche Tiermodelle
der CIPN in verschiedenen Maus und Rattenstammen beschrieben (Hoke et al. 2014).
Zwischen den meisten Studien besteht jedoch eine erhebliche Heterogenitat
hinsichtlich der verwendeten Endpunkte. Weiterhin wurden bislang kaum Effekte
verschiedener Substanzen auf einen Modellorganismus in einer Studie verglichen.

In der vorliegenden Arbeit beschreiben wir Gemeinsamkeiten und Unterschiede von
Mausmodellen der Bortezomib-, Cis-Platin-, Paclitaxel- und Vincristin-induzierten
Neuropathie in den Endpunkten Verhalten, Elektrophysiologie und Histologie. Alle
untersuchten Substanzen flhrten zu einer axonal sensiblen Neuropathie mit Nachweis
einer reduzierten mechanischen Reizschwelle, typischen Gangveranderungen und
verminderten SNAP Amplituden der Schwanznerven. Paclitaxel und Cisplatin Therapie
fuhrte zudem zu einer Abnahme der Nervenleitgeschwindigkeit. Symptome fiur eine
Neuropathie entwickelten sich schneller in Paclitaxel und Vincristin behandelten
Tieren, als unter Bortezomib bzw. Cis-Platin Therapie. Die histologische Analyse des
Ischiasnerven zeigte eine Reduktion der Faserdichte, sowie substanzspezifische
Schadigungsmuster. Zusammenfassend etabliert und vergleicht diese Arbeit
Mausmodelle klinisch haufig CIPN induzierender Substanzen als Ausgangspunkt fur
die weitere Untersuchung von Pathomechanismen bzw. zur Etablierung praventiver

Strategien.
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2.3 Pravention toxischer Neuropathien im Tiermodell

2.3.1 Pravention der Salinomycin induzierten Neuropathie im Mausmodell
Boehmerle, W.*, Muenzfeld, H.*, Springer, A., Huehnchen, P. and Endres, M.
"Specific targeting of neurotoxic side effects and pharmacological profile of the novel
cancer stem cell drug salinomycin in mice." Journal of Molecular Medicine, (2014),
92(8): 889-900.

Ausgehend von eigenen Befunden zu Pathomechanismen der Salinomycin
induzierten Neurotoxizitat (Beitrag 2.1.2) stellte sich die Frage nach der Relevanz
dieser Befunde in vivo. Da bislang nur wenige préklinische Daten zur Sicherheit des
Salinomycin vorliegen, untersuchten wir in einem ersten Schritt die Pharmakokinetik
und das Nebenwirkungsprofil chronischer intraperitonealer Salinomycininjektionen im
Mausmodell. Hierbei zeigte sich, dass Salinomycin eine geringe therapeutische Breite
aufweist, eine Dosis von bmg/kg KG jedoch gut toleriert wurde und zu keinen
nachweisbaren laborchemischen oder morphologischen Verédnderungen von Herz,
Skelettmuskel, Niere bzw. Leber fuhrte. Im peripheren Nervensystem liel3 sich eine
axonal sensible Neuropathie nachweisen. In einer zweiten Kohorte wurde daraufhin
die Effektivitat einer praventiven pharmakologischen Inhibition des mitochondrialen
Na*/Ca?* Antiporters durch die Substanz CGP-37157 untersucht. Hierbei zeigte sich
bei ausgezeichneter Vertraglichkeit des zuséatzlich verabreichten Pharmakons eine
mindestens teilweise Pravention der Salinomycin induzierten Neuropathie.
Insbesondere strukturelle Veranderungen wie der Verlust myelinisierter Axone bzw.
Reduktion der SNAP Amplitude konnten weitgehend verhindert werden, ohne
nachweisbaren Wirkverlust in Zelllinien humaner Malignome.

Zusammenfassend demonstriert unsere Arbeit, dass durch eine zielgerichtete
pharmakologische Intervention im Mausmodell eine wirksame Pravention der CIPN

ohne Verlust der zytostatischen Wirksamkeit erzielt werden kann.
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3. Diskussion

Im Rahmen der hier vorgestellten Arbeiten wurde in verschiedenen praklinischen
Modellen die Pathogenese, sowie mogliche Praventionsstrategien der CIPN
untersucht. Das gewdahlte methodische Vorgehen erfolgte im Sinne eines
translationalen Ansatzes ausgehend von Untersuchungen an einfachen Zellmodellen

hin zur Validierung molekularer Kandidaten im Tiermodell.

3.1 Zellulare Pathomechanismen der CIPN

Wir untersuchten die pathogenetische Relevanz einer intrazellularen Ca?*
Dyshomdostase im Kontext medikamentds toxischer Neuropathien zunéachst mit dem
Zytostatikum Paclitaxel. Hierzu existierten bereits publizierte Studien an kultivierten
Pankreaszellen (Kidd et al. 2002) und Hirnstammneuronen (Mironov et al. 2005)
welche nachweisen konnten, dass Paclitaxel in einer Dosis von 10 pM intrazellulare
Ca?* Signale durch eine Offnung der mitochondrialen Permeabilitatstransitionspore
hervorruft. Diese Dosis liegt jedoch circa eine log 10-Stufe oberhalb publizierter
humaner Plasmakonzentrationen (Huizing et al. 1993). In der humanen
Neuroblastomzelllinie SH-SY5Y welche als einfaches Modell eines (peripheren)
Neurons aufgefasst werden kann (Tovey et al. 2001, Estrada et al. 2006), konnte
hingegen bereits fir nanomolare Paclitaxelkonzentrationen eine InsP3sR vermittelte
Ca?* Freisetzung nachgewiesen werden (Boehmerle et al. 2006). In weiteren Arbeiten
konnten wir mittels Einzelkanalmessungen zeigen, dass die NCS-1 vermittelte positive
Modulation des InsPsR (Schlecker et al. 2006) durch Paclitaxel in nanomolaren
Konzentrationen potenziert wird (Zhang et al. 2010). Die Diskrepanz des beobachteten
molekularen Mechanismus zwischen den oben genannten Studien (d.h. Freisetzung
von Ca?* aus Mitochondrien) und eigenen Arbeiten (d.h. Freisetzung von Ca?* aus

dem ER) kann auf Unterschieden in den verwendeten Zellmodellen beruhen oder,
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wahrscheinlicher, gemal des bereits 1538 durch Paracelsus formulierten Grundsatzes
,Dosis facit venenum*” durch den anderen Konzentrationsbereich erklart sein. Fur
letztere Annahme spricht, dass mit dem von uns verwendeten Dosisbereich in
kultivierten Kardiomyozyten ebenfalls NCS-1 vermittelte Veradnderungen InsPs3
vermittelter Ca2* Signale nachgewiesen werden konnten (Zhang et al. 2010). Dieser
Befund legt angesichts der nahezu ubiquitdren InsPsR und NCS-1 Expression ein
Modell nahe, in dem die InsP3R vermittelte Freisetzung von Ca?* aus dem ER durch
differentielle ~ Expression Ca?* abhangiger Effektorproteine letztlich zu
gewebespezifisch hdchst unterschiedlichen Effekten fiihrt. Grundsatzlich konnen Ca?*
lonen im Zytoplasma eine Vielzahl von nachgeschalteten, fur Plastizitat, Trophik aber
auch Zelltodinduktion relevante Kaskaden aktivieren (Berridge et al. 1998). Die
Regulation so diverser und teilweise kontrarer zellularer Prozesse durch dasselbe lon
setzt eine prazise zeitliche und raumliche Feinabstimmung des Ca?* Signals voraus
(Berridge et al. 2003). Was dies konkret bedeutet wird durch den Vergleich neuronaler
und kardialer Zellen besonders deutlich: Eine mehrstiindige Paclitaxel-Inkubation fuhrt
in Kardiomyozyten zu einer Zunahme, in kultivierten Spinalganglienzellen hingegen zu
einer Verminderung InsPs vermittelter Ca®* Signale. Diesem Phanomen liegt sehr
wahrscheinlich eine differentielle Expression der Ca?* abhangigen Protease Calpain
zugrunde, welche in neuronalen Zellen hoch und in kardialen Zellen kaum exprimiert
wird (Zhang et al. 2010). Wahrend in Herzmuskelzellen daher nach Paclitaxel
Inkubation keine Calpain Aktivierung nachweisbar ist, induziert aktiviertes Calpain in
Neuronen durch Spaltung von NCS-1 eine negative Feedbackschleife (Boehmerle et
al. 2007). Die Affinitat von NCS-1 fiir Ca?* nimmt durch die Calpain vermittelte Spaltung
deutlich ab (Blachford et al. 2009). Da NCS-1 nur in der Ca?* gebundenen
Konformation den InsPsR positiv moduliert (Schlecker et al. 2006) resultiert eine

verminderte InsPs vermittelte Ca?* Freisetzung aus dem ER. Dieses Phanomen konnte
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sowohl in SH-SY5Y Zellen als auch in kultivierten Spinalganglienzellen nachgewiesen
werden, ein Umstand welcher mindestens fur ausgewéhlte Fragestellungen die
Validitat des SH-SY5Y Zellmodels nahelegt (Boehmerle et al. 2007).

Um der Frage nachzugehen, ob es sich bei den durch Paclitaxel induzierten
molekularen Mechanismen um ein rein substanzspezifisches Phanomen handelt oder
eine breitere Bedeutung einer Ca?* Dyshomdostase in der Pathogenese toxischer
Neuropathien anzunehmen ist, untersuchten wir das Polyether Antibiotikum
Salinomycin. Salinomycin wird durch das Bakterium Streptomyces albus gebildet und
zur Behandlung bzw. Pravention der Kokzidiose in der Nutztierhaltung eingesetzt.
Vermehrtes Interesse an einem Einsatz von Salinomycin in der Humanmedizin besteht
seit Gupta und Mitarbeiter Salinomycin in einer systematischen Untersuchung von
16000 Substanzen als vielversprechenden Kandidaten fir die Bek&mpfung von
Tumorstammzellen identifizierten (Gupta et al. 2009). Im Kontext der
Neuropathieforschung ist Salinomycin ebenfalls von Interesse. So erkrankten 1996 in
den Niederlanden zahlreiche Katzen an einer teilweise letalen sensomotorischen
axonalen und demyelinisierenden Polyneuropathie, welche durch mit Salinomycin
kontaminiertem Katzenfutter ausgeldst wurde (van der Linde-Sipman et al. 1999). Das
Auftreten von toxischen Phanomenen im peripheren, jedoch nicht im zentralen
Nervensystem vergifteter Katzen ist am ehesten auf die durch das P-Glykoprotein
vermittelte Elimination dieser Substanz aus dem ZNS zurlckzufiihren (Lagas et al.
2008).

Der Wirkmechanismus des Salinomycin beruht auf der Bildung lipophiler Komplexe mit
monovalenten Kationen, wodurch diese passiv Uber biologische
Doppellipidmembranen diffundieren konnen (Mitani et al. 1975). Weitere
Untersuchungen an Spinalganglienzellen zeigten einen durch Salinomycin induzierten

Anstieg der intrazellularen Na* Konzentration. Dies fuhrte nachfolgend zu einem Ca?*
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Einstrom welcher durch Na*/Ca?* Antiporter in der Plasmamembran sowie den
Mitochondrien vermittelt wird. Durch die erhdhten intrazellularen Na* Konzentrationen
arbeiten diese Transportproteine entgegengesetzt zu ihrer physiologischen
Wirkrichtung (Boehmerle et al. 2011). Da dies kein elektroneutraler Prozess ist, wird
eine Depolarisation der Mitochondrien mit Freisetzung von Cytochrom c induziert. Die
erhohten zytoplasmatischen Ca?* Konzentrationen sind zudem ausreichend um eine
Calpain Aktivierung zu vermitteln. Der apoptotische Zelltod in Salinomycin
behandelten Neuronen wird somit bimodal aktiviert: einerseits unter Einbeziehung von
aus depolarisierten Mitochondrien freigesetztem Cytochrom ¢ welches in einem
Komplex mit APAF-1 und dATP die Caspase 9 aktiviert (Pop et al. 2006) und durch
mittels Calpain aktivierter Caspase 12 andererseits (Rao et al. 2001). Diese Prozesse
fuhrten in unserem Modell nach 8h zu frihen Zeichen der Apoptose, welche durch eine
prophylaktische Blockade von Na*/Ca?* Antiportern verhindert werden konnte

(Boehmerle et al. 2011).

Zusammenfassend unterstreichen die im Paclitaxel (Boehmerle et al. 2006, Boehmerle
et al. 2007, Zhang et al. 2010) und Salinomycin (Boehmerle et al. 2011) Zellmodell
erhobenen Befunde die Bedeutung veranderter intrazellularer Ca%* Konzentrationen in
der Pathogenese der Zytostatika induzierten Neurotoxizitdt im peripheren
Nervensystem. Unsere Experimente mit Salinomycin beleuchten zudem der Calpain
Aktivierung nachgelagerte Signalkaskaden und unterstreichen die Rolle der
mitochondrialen Dysfunktion in der Induktion des Zelltods peripherer Neurone
(Boehmerle et al. 2011). Interessanterweise wird von verschiedenen Autoren die
Kombination einer gestérten Ca?* Homoostase zusammen mit einer mitochondrialen
Fehlfunktion, obwohl sehr wahrscheinlich durch andere Mechanismen verursacht, als

ein wichtiger Faktor in der Pathogenese der diabetischen Neuropathie diskutiert
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(Verkhratsky et al. 2008). Auch fur genetische Neuropathien gibt es Hinweise, dass
Veranderungen der Ca?* Signaltransduktion von hoher Relevanz sind. So wurde fir
die hereditare motorisch-sensible Neuropathie Typ 2C (HMSN 2C, in der Literatur auch
als Charcot Marie Tooth Typ 2C bezeichnet) eine ,gain-of-function“ Mutation des Ca?*
permeablen Kationenkanals TRPV4 mit resultierenden Verénderungen der basalen
und induzierten intrazellularen Ca?* Konzentrationen beschrieben (Deng et al. 2010,
Landoure et al. 2010, Klein et al. 2011). Klinisch tritt im Rahmen der HMSN 2C eine
sensible Neuropathie auf, der Phanotyp wird jedoch von motorischen Ausféllen
dominiert. Die Beobachtung einer intrazellularen Ca?* Dyshomdostase als
ursachlichem Faktor in verschiedenen toxischen, metabolischen und genetischen
Polyneuropathien legt eine wichtige und eventuell auch allgemeinere pathogenetische
Rolle nahe. Sollten weitere Arbeiten diesen Umstand bestatigen, so erdffnet dies neue
Perspektiven fir die Entwicklung wirksamer Préaventions- und Behandlungsstrategien

atiologisch differenter Polyneuropathien.

3.2 Geeignete Endpunkte und Modelle in tierexperimentellen Studien der CIPN

Komplexe Pathophysiologien wie die der CIPN lassen sich nicht vollstéandig im
Zellmodell nachbilden. Bei der Degeneration peripherer Nerven spielt nicht nur die
axonale Schadigung, sondern auch die Interaktion neuronaler Strukturen mit
Schwannschen Zellen, der Blut-Nerven-Schranke und mdoglicherweise Immunzellen
eine Rolle (zusammengefasst in (Carozzi et al. 2015)). Durch die Etablierung von
Tiermodellen der CIPN ergeben sich Mdglichkeiten die in vitro gewonnenen Daten zu
verifizieren und zu erweitern. Wie im Abschnitt 1.2 dargelegt stellt die Auswahl eines
geeigneten Tiermodells sowie geeigneter Endpunkte aus der Fille beschriebener
Ansatze (Authier et al. 2009, Hoke et al. 2014) eine Herausforderung dar.

Insbesondere die (objektive) Abbildung sensibler Ausfalls- bzw. Reizerscheinungen ist
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dabei Gegenstand einer fortgesetzten, teilweise kontroversen Debatte. Auch bei
Patienten kursieren zur Verlaufsbeurteilung einer CIPN eine Vielzahl verschiedener
Skalen  welche sich meist aus einem  Fragebogen, korperlichen
Untersuchungsbefunden und gaf. apparativen Zusatzuntersuchungen
zusammensetzen und spezifische Vor- bzw. Nachteile aufweisen (zusammengefasst
in (Park et al. 2013)). In praklinischen Modellen kommen zur Objektivierung sensibler
Defizite, aber auch Schmerzen, vorwiegend mechanische und thermische
Reizschwellenbestimmungen zum Einsatz. Der Nachteil dieser Methode ist, dass
letztlich ein Untersucher einen artifiziellen Reiz appliziert und die Reaktion des Tieres
darauf bewertet. Voraussetzung fur valide und reproduzierbare Ergebnisse ist daher
ein Minimum an Stress fur die Tiere, sowie eine vollstdndige Verblindung des
Experimentators. Als objektivere Alternative wurde daher von verschiedenen Gruppen
fur Tiermodelle einer traumatischen Mononeuropathie eine automatisierte
Ganganalyse vorgeschlagen (Vrinten et al. 2003, Deumens et al. 2007, Bozkurt et al.
2008). Wir untersuchten darauf aufbauend in einem Mausmodell mit ausgepréagter
sensibler Neuropathie nach dosisdichter Paclitaxeltherapie, ob auch in Tieren mit einer
Polyneuropathie spezifische Gangverdnderungen nachweisbar sind. Hierbei zeigte
sich, dass ahnlich wie bei einer Mononeuropathie Tiere mit einer sensiblen
Polyneuropathie den Kontakt Ihrer Hinterpfoten zur Unterlage minimierten (Huehnchen
et al. 2013). Im Gegensatz zu einer Mononeuropathie waren die Veranderungen im
Paclitaxel Modell jedoch sehr viel geringer ausgepragt und in Abwesenheit einer
internen Kontrolle war eine gut kontrollierte gesunde Vergleichsgruppe unabdingbar.
Da sich Gangveranderungen langsamer entwickelten als Veradnderungen in der
Elektrophysiologie bzw. der mechanischen Reizschwelle liegt der Wert der
semiautomatischen Ganganalyse eher in einem objektiven zusatzlichen Endpunkt,

denn in einer Alternative zu den vorgenannten Methoden.
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Fir ein besseres Verstandnis von Gemeinsamkeiten bzw. Unterschieden in der Kinetik
pathophysiologischer Prozesse im Rahmen der CIPN sollten mehrere Substanzen in
einem Tierstamm mit denselben Endpunkten verglichen werden. Trotz der Vielzahl
publizierter Modelle existieren bislang nur wenige vergleichende Studien an
Tiermodellen: In einer Studie wurden die Substanzen Paclitaxel, Cisplatin, Bortezomib
und Epothilon-B untersucht (Carozzi et al. 2010) und in einer weiteren Paclitaxel,
Epothilon B und Eribulin (Wozniak et al. 2011). In beiden Studien wurden jeweils
BALB/c Mause verwendet und im Hinblick auf die Endpunkte Neurophysiologie und
Histologie verglichen. Dabei zeigten sich sowohl in Bezug auf die Haufigkeit, als auch
die Auspragung der vorwiegend sensiblen axonalen Neuropathie Unterschiede
zwischen den untersuchten Substanzen. Der zeitliche Verlauf wurde bislang hingegen
nicht untersucht.

Angesichts einer Vielzahl verfugbarer transgener Mauslinien mit dem C57BL/6
Hintergrund untersuchten wir die Entwicklung einer durch Paclitaxel, Cisplatin,
Bortezomib und Vincristin induzierten Neuropathie beziglich der Endpunkte
Verhalten, Neurophysiologie und Histologie in diesem Mausstamm. Die Auswahl der
untersuchten Zytostatika erfolgte dabei unter anderem nach der klinischen Relevanz
und die Dosis wurde mit dem Ziel minimaler Toxizitat gewahlt. Im Endpunkt Verhalten
wurden sowohl die Untersuchung der mechanischen Reizschwelle als auch spontane
Verhaltensanderungen wie Gangmuster und Erkundungsverhalten analysiert. Alle
Behandlungsgruppen entwickelten eine messbare, distal betonte, axonal sensible
Neuropathie, wobei sich jedoch zum Teil erhebliche Unterschiede im Hinblick auf die
Dynamik und Auspragung zeigten (Boehmerle et al. 2014). Die Befunde dieser Studie
unterstreichen unter anderem erneut die Bedeutung mehrerer Endpunkte zur
Beurteilung des klinischen Phénotyps. So war etwa in Bortezomib behandelten Tieren

histologisch eine vorwiegende Schadigung diinner myelinisierter Fasern nachweisbar,
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ein Befund welcher die Diskrepanz zwischen der raschen Entwicklung einer
mechanischen Allodynie einerseits und der nur verhdltnismalig spat
elektrophysiologisch nachweisbaren axonalen Schadigung andererseits erklart. Zur
sinnvollen Interpretation tierexperimenteller Studien der CIPN, insbesondere bei
praventiven oder therapeutischen Fragestellungen, sollten daher stets neben
Verhaltensanderungen auch die Endpunkte Elektrophysiologie und Histologie

untersucht werden.

3.3 Neue Préaventionsstrategien der CIPN

Vor dem Hintergrund der oben unter 3.1 diskutierten Hinweise fur eine wichtige
pathophysiologische Rolle einer intrazellularen Ca?* Dyshomoostase in der
Pathogenese Zytostatika induzierter Neurotoxizitat stellt sich die Frage nach der
Relevanz dieser Daten fur die antineoplastische Wirksamkeit, sowie die
Ubertragbarkeit ins Tiermodell. Um eine erfolgreiche Pravention bzw. frilhe Therapie
der CIPN auf Basis der erhobenen molekularen Mechanismen entwickeln zu kénnen
ware eine Dissoziation zytostatischer (therapeutischer) und den der CIPN
zugrundeliegenden Mechanismen notwendig.

Im Hinblick auf die Paclitaxel induzierte Neuropathie fuhrten in eigenen Arbeiten
Experimente mit anderen Mikrotubuli stabilisierenden (Epothilon B) oder
destabilisierenden (Colchicin) Pharmaka zu keiner signifikanten Veranderung der Ca?*
Freisetzung (Boehmerle et al. 2007). Diese Daten sind interessant, da Epothilon B in
klinischen Studien seltener neurotoxische Nebenwirkungen verursachte (Bollag et al.
1995, Goodin et al. 2004). Unter Bericksichtigung eines vergleichbaren
Wirkmechanismus bedeutet dies moglicherweise, dass eine gestorte intrazellulare
Ca?* Homoostase eine wichtige Rolle in der Pathogenese neurotoxischer

Nebenwirkungen durch Paclitaxel spielt, sehr wahrscheinlich fur die zytostatische
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Wirkung aber wenig oder nicht bedeutsam ist. Stellt die Paclitaxel induzierte Ca?*
Dyshomoostase auch in vivo einen pathogenetisch relevanten Mechanismus dar, so
sollte die Inhibition der NCS-1 — InsP3R Interaktion oder die der Ca?* Freisetzung
nachgelagerte Calpain Aktivierung vor der Entwicklung einer Paclitaxel induzierten
Neuropathie schutzen. Fur beide Ansétze finden sich in der Literatur positive Studien:
Wang und Kollegen gelang es durch Inhibition der Ca?* abhangigen Protease Calpain,
bei erhaltener zytostatischer Aktivitat, eine Paclitaxel induzierte Neuropathie in
C57BL/6 Mausen in den Endpunkte, Verhalten, Elektrophysiologie und Histologie zu
verhindern (Wang et al. 2004). Fur die Lithium vermittelte Inhibition der NCS-1 —
InsP3R Interaktion (Schlecker et al. 2006) konnten mehrere Gruppen eine praventive
Wirkung im Ratten- (Pourmohammadi et al. 2012) bzw. Mausmodell (Mo et al. 2012)
der Paclitaxel induzierten Neuropathie zeigen. In letzterer Studie war zudem kein
negativer Effekt auf die antiproliferativen Eigenschaften von Paclitaxel nachweisbar.

Im Hinblick auf eine Pravention der durch Salinomycin induzierten Neuropathie |asst
sich die Frage, ob sich die Genese der neurotoxischen Nebenwirkungen von dem
Wirkprinzip gegen Tumorstammzellen unterscheidet angesichts des noch nicht
vollstdndig aufgeklarten Wirkmechanismus nicht abschlielend beantworten. Bisher
publizierte Befunde beschreiben unter anderem eine verminderte Expression von mit
Stammzellen assoziierten Genen und eine vermehrte Expression von
Adhéasionsmolekilen wie Cadherinen (Gupta et al. 2009). Dies legt den Schluss nahe,
dass Salinomycin in Tumorstammzellen eine terminale epitheliale Differenzierung mit
anschlieBender Terminierung des Zellzyklus induziert (Naujokat et al. 2012). Damit
wére ein von den in Spinalganglien beobachteten direkten zytotoxischen Effekten
abweichender Mechanismus fur eine zielgerichtete neuroprotektive Interventionen
gegeben. Wir untersuchten daher die Effektivitat einer prophylaktischen Inhibition des

mitochondrialen Na*/Ca?* Austauschers im Mausmodell der Salinomycin induzierten
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Neuropathie. Dabei zeigte sich eine effektive Pravention, insbesondere struktureller
Veranderungen, bei erhaltener zytostatischer Aktivitdt (Boehmerle et al. 2014).

Zusammengefasst unterstreichen die im Paclitaxel und Salinomycin Tiermodell
erhobenen Befunde die Relevanz einer veranderten Ca?* Homoostase als
molekularem Ansatzpunkt fur die Entwicklung wirksamer CIPN Praventionsstrategien
bei erhaltener zytostatischer Aktivitat. Weitere Experimente sind jedoch notwendig um

die Relevanz dieser Daten fur andere Substanzen abschéatzen zu kdnnen.
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4. Zusammenfassung

Das Verstandnis molekularer Mechanismen in der Pathogenese der CIPN stellt die
Grundvoraussetzung fur die Entwicklung therapeutischer und praventiver
Interventionen mit dem Ziel der klinischen Translation dar. Im Rahmen der hier
vorgestellten Arbeiten konnten fir die Substanzen Paclitaxel und Salinomycin
Veranderungen der intrazellularen Ca?* Homoostase, gefolgt von einer Ca?*
abhéngigen Proteasen und Caspasen Aktivierung in neuronalen Zellen nachgewiesen
werden. Den Veranderungen der intrazellularen Ca?* Homgostase liegt dabei kein
singularer Mechanismus zugrunde, vielmehr konvergieren verschiedene auslosende
Faktoren auf einen gemeinsamen Effektormechanismus.

Zur weiteren Untersuchung pathophysiologischer Prozesse aber auch zur Entwicklung
zielgerichteter Therapie- bzw. Praventionsstrategien scheinen Mausmodelle auf dem
C57BI/6 Hintergrund geeignet. Wir etablierten in eigenen Arbeiten fur Paclitaxel, Cis-
Platin, Bortezomib, Vincristin und Salinomycin in diesem Mausstamm CIPN Modelle
und charakterisierten Veranderungen in den Endpunkten Verhalten, Neurophysiologie
und Histologie. Dabei konnte die Eignung der semiautomatischen Ganganalyse zur
Beurteilung sensibler Neuropathien im Mausmodell nachgewiesen werden.

Auf diesen Vorarbeiten aufbauend wurde fur Salinomycin im Mausmodell eine neue
zielgerichtete prophylaktische Therapiestrategie bei erhaltener zytostatischer Wirkung
entwickelt. Publizierte Studien zu Tiermodellen der Paclitaxel induzierten Neuropathie
legen auch fir diese Substanz spezifische Praventionsmdglichkeiten durch
Verhinderung einer intrazellularen Ca?*-Dyshomdoostase nahe.

Zusammenfassend verdichten sich die Hinweise, dass zellulare Ca?* Signale, bzw.
daran beteiligte Proteine, einen wichtigen molekularen Ansatzpunkt zur spezifischen

Pravention Zytostatika induzierter neurotoxischer Nebenwirkungen darstellen.
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