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Kurzreferat

Der Proteasom-Inhibitor Bortezomib (BZ) ist ein erfolgreich angewandtes
Chemotherapeutikum in der Behandlung des Multiplen Myeloms (MM). Seine
dosislimitierende Nebenwirkung ist die periphere Neuropathie, die zu einer
Beeintrachtigung der Lebensqualitat der Patienten unter Therapie fiihrt. Neuere
Therapiekonzepte verfolgen die selektive Blockade von Untereinheiten des
Immunoproteasoms. Hierin liegt die Chance auf eine medikamentose Behandlung des
MM mit geringerem Nebenwirkungsprofil und das Uberwinden der BZ-induzierten
Chemoresistenz.

Diese Arbeit untersuchte die Unterschiede zwischen BZ und ONX-0914 (ONX), einem
selektiven Immunoproteasom-Inhibitor, in ihrer Wirkung auf kortikale Primarkulturen
der Ratte.

Beide Pharmaka unterschieden sich deutlich in ihrer Wirkung auf das Uberleben und die
Vitalitit von Neuronen. Die Applikation von BZ fiihrte zu einer
konzentrationsabhdngigen Zellzahlreduktion, einer Verminderung der Synapsendichte,
reduzierten Expressionslevel ausgesuchter Proteine des Zelliiberlebens und zu einem
Anstieg des Apoptose-vermittelnden Proteins Caspase 3 im Vergleich zu ONX. Insgesamt
konnte eine geringere Toxizitdit des Immunoproteasom-Inhibitors ONX festgestellt
werden.

Um weitere Aussagen liber das Nebenwirkungsprofil von ONX, vor allem beziiglich der
peripheren Neuropathie, treffen zu konnen, sind weiterfithrende in vitro und in vivo

Experimente mit neuronalen Zellen des PNS von grofdem wissenschaftlichen Interesse.
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Anmerkung

Um den Lesefluss nicht zu storen wurde bei Patienten die maskuline Form des

Substantives gewahlt. Selbstverstandlich sind in diesem Fall immer beide Geschlechter

gemeint.
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Einleitung

1. Einleitung

Tumorerkrankungen sind laut der World Health Organisation weltweit gesehen die
zweithdufigste Todesursache (WHO 2014). Maligne hamatologische Erkrankungen sind
unter allen Tumorentititen eine heterogene Gruppe. Zu ihnen gehoért das Multiple
Myelom (MM). Obwohl es eine geringe Inzidenz von ca. 6 auf 100.000 Einwohner in
Europa hat (Sant et al. 2010), ist es eine haufige hamatologische Tumorerkrankung
(Siegel et al. 2017). Die Entwicklung des ersten therapeutisch zugelassenen Proteasom-
Inhibitors Bortezomib galt als Durchbruch, da die Ansprechens- und Uberlebensrate von
Patienten mit refraktirem und neu aufgetretenem MM deutlich verbessert werden
konnten (Richardson et al. 2005, San Miguel et al. 2008). Inzwischen ist durch die
Anwendung von Kombinationstherapien mit Bortezomib eine Verdoppelung des
Uberlebens im Vergleich zur konventionellen Chemotherapie moglich (Ozaki et al.
2014). Zu den unerwiinschten Nebenwirkungen von Bortezomib gehort jedoch, neben
Thrombozytopenie, Storungen des Gastrointestinaltraktes und Miidigkeit, besonders die
periphere Neuropathie als dosislimitierender off-target-Effekt (Richardson et al. 2003).
Folglich haben neue therapeutische Ansidtze in der Behandlung des MMs die
Entwicklung von Pharmaka mit verbessertem Sicherheitsprofil zum Ziel. Dazu gehort
eine neue Gruppe von Proteasom-Inhibitoren, die selektiv an das sogenannte
Immunoproteasom binden. ONX-0914 ist einer dieser Inhibitoren, der sich noch in der
Evaluation befindet. Im Folgenden werden die molekularen Grundlagen fiir das
Wirkprofil von Bortezomib und ONX-0914 dargestellt und ihre Bedeutung in der
Behandlung des MM erlautert.

1.1. Proteinabbau iiber das Ubiquitin-Proteasom-System

Der Grof3teil der zelluldren Proteine in Eukaryoten wird tiber das Ubiquitin-Proteasom-
System (UPS) abgebaut (Kornitzer und Ciechanover 2000). Dies betrifft fast alle
Proteine, vor allem regulatorische Proteine entsprechend des momentanen
metabolischen Zellstatus sowie auch fehlgefaltete und beschadigte Proteine.

Im Prozess der proteasomalen Proteindegradation erfolgt zunachst die Ubiquitinierung

der zum Abbau bestimmten Proteine. Unter Spaltung von ATP geht das Enzym E1 eine
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Einleitung

Bindung mit dem C-Terminus eines Ubiquitin-Molekiils ein. E2 transferiert das
aktivierte Ubiquitin auf E3, eine Ubiquitinligase die wahrend der Retranslokation von
Proteinen aus dem ER ins Zytosol das Substrat markiert. Die Degradierung der poly-
ubiquitinierten Proteinkette wird iliber die Bindung an die 19S-Einheiten des
Proteasoms ermoglicht. Am Ende des Prozesses bleiben zerkleinerte Peptide aus 7 bis 8
Aminosauren bestehen. Defekte im Ubiquitin-assoziierten Proteinabbau bedingen eine
Reihe von Krankheitsbildern wie neurodegenerative Erkrankungen (Selkoe 2004),
Kardiomyopathie (Gilda und Gomes 2017), Autoimmunerkrankungen (Wang und
Maldonado 2006) und Erbkrankheiten (Ward et al. 1995).

1.2. Das Proteasom

Das 26S-Proteasom ist ein zytosolischer Proteinkomplex, der die Proteolyse von
Proteinen iiber das UPS ermdglicht und somit zur Aufrechterhaltung der Zellhomdoostase
aller eukaryotischer Zellen beitragt. Der zylindrisch geformte Multi-Protein-Komplex
besteht aus einer proteolytisch aktiven 20S-Einheit und zwei regulatorisch wirksamen
19S-Einheiten. Die 20S-Einheit enthalt vier heptamere Ringe; davon zwei periphere a-
Ringe mit den Untereinheiten al-a7 und zwei mittlere 3-Ringen aus den Untereinheiten
1-B7. Die B1-, B2-und P5-Untereinheiten sind Threonin-Peptidasen mit Caspase-
dhnlicher, tryptischer und chymotryptischer Aktivitit (Heinemeyer et al. 1997). Sie
spalten jeweils innerhalb von Proteinen nach sauren, basischen und hydrophoben
Aminosauren (Voutsadakis 2017).

Das Proteasom ist unter physiologischen und pathologischen Bedingungen ein zentraler
Bestandteil im Proteinabbau durch das UPS. Beispielsweise werden regulatorische
Proteine je nach Anforderung an den Zellzyklus durch das Proteasom im Gleichgewicht
gehalten. Besonders am Beispiel des Transkriptionsfaktors NFKB, dessen Aktivierung
ein Resultat der UPS-bedingten Reduktion seines Inhibitors IKB ist, wird dies deutlich
(Karin und Ben-Neriah 2000). Des Weiteren generiert das Proteasom Peptide fiir die
Antigen-Prasentation und tragt zur synaptischen Plastizitat bei (Hegde et al. 1997). Aber
auch beschadigte Proteine und Proteinaggregate, die sich in Zellstresssituationen bilden,
werden durch das Proteasom degradiert. Der Abbau von Proteinen durch das Proteasom
erfolgt teilweise mit insuffizienter Kapazitdt und es kann vermehrt zur Akkumulation

von Proteinabbauprodukten kommen (Ebstein et al. 2012). Bedingt durch diese
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Vulnerabilitat entwickelte sich das Proteasom in den letzten Jahren zu einem relevanten
Ansatzpunkt in der Tumortherapie (Grigoreva et al. 2015). Besonders
hochsekretorische hamatologische Erkrankungen wie das MM kénnen erfolgreich durch

medikamentose Unterbrechung des Proteinabbaus behandelt werden.

1.3. Das Immunoproteasom und seine LMP7-Untereinheit

Das Immunoproteasom ist eine induzierbare Isoform des Proteasoms. Als
Anpassungsreaktion unter bestimmten Anforderungen an die zellulire Homdostase
konnen die induzierbaren Untereinheiten B1li/low molecular mass protein (LMP)2,
2i/Multicatalytic endopeptidase complex subunit (MECL)1 und 5i/LMP7 anstelle der
Standard-Untereinheiten 31, f2 und 5 in das Proteasom inkorporiert werden (Yang et

al. 1992).

20S-Standardproteasom 20S-Immunoproteasom

Abb. 1.1: Induktion des Proteasoms zum Immunoproteasom (modifiziert nach McCarthy und

Weinberg 2015)
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Das Immunoproteasom wird in Immunzellen konstitutiv exprimiert (Noda et al. 2000).
Es kann allerdings in Stresssituationen, die die Ausschiittung inflammatorischer
Zytokine wie IFNy oder TNFa auslosen, auch in anderen Gewebearten induziert werden
(Aki et al. 1994). Die induzierbaren Untereinheiten des Immunoproteasoms konnten
ebenfalls im Hippocampus und Cerebellum des menschlichen Gehirns nachgewiesen
werden (Piccinini et al. 2003). Speziell Mikroglia und Astrozyten scheinen das
Immunoproteasom in Entziindungsmodellen zu exprimieren (Kremer et al. 2010).

Lange ging man nur von einer Rolle des Immunoproteasoms in der MHC-I-vermittelten
Antigen-Prasentation aus (Yewdell 2005), die zu einer effizienteren Aktivierung von
CD8+ zytotoxischen T-Zellen als Immunantwort (Kloetzel 2001) flihrt. Doch Seifert et al.
und auch andere konnten zeigen, dass es noch andere Funktionen erfiillt. Bei
Entziindungsprozessen kommt es neben der verstarkten Produktion von Zytokinen
auch zur Bildung von Sauerstoffradikalen. Diese fiihren dazu, dass vermehrt geschadigte
Proteinsubstrate anfallen, deren Abbau das Proteasom nicht bewaltigen kann. Doch die
gesteigerte Expression des Immunoproteasoms verhindert die Akkumulation von
Proteinen und erhilt so im IFNy-induzierten oxidativen Stress die Proteinhomdostase
aufrecht (Seifert et al. 2010). Hierfiir weist es hohere Kapazitaten als das konstitutive
Proteasom auf. In Ergdnzung dazu zeigten LMP7-defiziente Zellen eine hohere
Akkumulation von potenziell toxischen Proteinaggregaten und waren empfanglicher fiir
apoptotische Signale (Seifert et al. 2010). Andere Ergebnisse in Immunoproteasom-
defizienten Maiusen zeigten eine reduzierte Uberlebensrate und verminderte
proteasomale Aktivitdt in Inflammationsmodellen (Chou et al. 2008, Opitz et al. 2011).
Im Gegensatz dazu scheint sich ein LMP7-Defizit bei Autoimmunkrankheiten (Schmidt et
al. 2010) als vorteilhaft zu erweisen. Positive Effekte der LMP7-Defizienz/-Inhibition
sind iiber Einfliisse auf die Differenzierung verschiedener T-Zell-Populationen zu
erklaren (Kalim et al. 2012). Auch in Tumormodellen bietet die LMP7-Defizienz/-
Inhibition einen Uberlebensvorteil (Koerner et al. 2017). Dieser Widerspruch ist jedoch
nicht tiberraschend, da das Proteasom im Zellzyklus sowohl positive, als auch negative
regulatorische Funktionen erfiillt (Naujokat und Hoffmann 2002). Als Bestandteil der
angeborenen Immunitit ist es in Situationen mit oxidativem Stress in der Lage, die
Zellviabilitat aufrecht zu erhalten. Dies geschieht, indem die Aggregation von toxischen
Proteinkomplexen unterbunden wird. Als Teil des adaptiven Immunsystems wiederum
ist das Immunoproteasom in der Lage Proteine aus pathogenen Quellen iiber effektive

Proteolyse der Antigenprasentation zuganglich zu machen (Kruger und Kloetzel 2012).
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Hieraus ergibt sich die Schlussfolgerung, dass die gezielte Blockade des
Immunoproteasoms in bestimmten Krankheitssituationen von therapeutischem Nutzen
sein konnte. Ebenso wie das Proteasom zuvor gilt das Immunoproteasom seit kurzem
als aussichtsreicher pharmakologischer Angriffspunkt. Besonders die LMP7-
Untereinheit scheint ein effizienter Schliissel zur Symptomreduktion in praklinischen
Mausmodellen sein. Bisher erfolgte die Analyse mithilfe des Immunoproteasom-
Inhibitors ONX vordringlich in der Therapie von Autoimmunkrankheiten (Basler et al.
2015). Doch auch eine LMP7-Inhibition als Wirkmechanismus in der Therapie von
hamatologischen Primartumoren liegt nahe (Ettari et al. 2016). Fur selektive

Immunoproteasom-Inhibitoren wie z.B. ONX steht diese Analyse noch aus.

1.4. Das Multiple Myelom

Das Multiple Myelom (MM) ist eine neoplastische Erkrankung des Knochenmarks und
peripheren Blutes, an der jahrlich etwa 3000 Manner und 2700 Frauen in Deutschland
erkranken (Deutsche Gesellschaft fiir Himatologie und medizinische Onkologie 2013).
Durch genetische Aberrationen entarten antikdrperbildende Plasmazellen, eine finale
Differenzierungsstufe der B-Zellreihe (Seidl et al. 2003). Diese sogenannte MGUS
(monoclonal gammopathy of undeterminded significance) gilt als Vorstufe des MMs
(Landgren et al. 2009). Erst durch ein Zusammenspiel verschiedener molekularer und
genetischer Mechanismen kommt es zur Progression und zum klinischen Ausbruch der
Krankheit (Kuehl and Bergsagel 2002, Raab et al. 2009). Durch Bindung an bone marow
stromal cells (BMSCs) werden die Plasmozytomzellen aus dem peripheren Blut ins
Knochenmark eingeschwemmt und setzen vielfaltige Signalkaskaden in Gang (Podar et
al. 2005). Die Zellen der normalen Hamatopoese werden verdrangt. Symptome sind
Blutbildverdanderungen wie Leukopenie, Andmie und Thrombopenie. Durch erhohte
Ausscheidung von Immunglobulinen kommt es zu Mikrozirkulationstérungen und
Nierenschdaden. Knochendestruktion ist ein Symptom der fortgeschrittenen Erkrankung
(Herold 2011).

Als Initialtherapie stehen verschiedenen Chemotherapie-Regimen zur Verfligung (siehe
Abb. 1.2). Die Prognose der Krankheit ist nur individuell abschatzbar und unterliegt
zahlreichen Einflussfaktoren wie z.B. Alter, Vorerkrankungen und Level einiger

Laborparameter (Kiba et al. 2014). Die Proteasom-Konzentration und die
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chymotryptische Aktivitdt im Blutplasma korrelieren mit dem IL-6 Level und sind ein
Marker fiir die Tumorlast und ein Prognose-Indikator (Oldziej et al. 2014).

Dank vielfaltiger Therapieoptionen konnte in den letzten 15 Jahren eine Verlangerung
des Uberlebens der Patienten erreicht werden (Sonneveld et al. 2017). Besonders die
Zulassung der therapeutischen Anwendung von BZ hat dazu beigetragen und ist daher
als Behandlungsoption des MM unerléasslich. Jedoch konnten speziell Patienten im
refraktdren Stadium der Krankheiten von der Entwicklung weiterer neuer
Chemotherapeutika profitieren, da Einbufden in der Lebensqualitat bei fortgeschrittener
Erkrankung oft auf Nebenwirkungen der bisher verfiigbaren Therapie zuriickzufiihren

sind (Jordan et al. 2014).
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r Symptomatisches MM ‘l

i HD l Keine HD
Genet.
Risiko andere
l v
BCD/ BAD/BLD/BD BCD/ BCD/ BMP/BMP-
BAD/BLD/LAD/Ld BT/BAD/BD/Ld/M
/BLCD/BD/BTD PT/MPL-L

v

HD und ASZT/ klin. Studien

l v v

W&W/ B- W&W/ B- W&W/ B-
L L L

Abb. 1.2: Therapieregime zur Behandlung des Multiplen Myeloms (modifiziert nach DGHO
2013). A: Doxorubicin, B: BZ, C: Cyclophosphamid, D: Dexamethason Hochdosis, d: Dexmethason
in niedriger Dosis, L: Lenalidomid, M: Melphalan, P: Prednisolon, T: Thalidomid, w&w: watch
and wait (abwarten und beobachten), HD: Hochdosistherapie, ASZT: autologe

Stammzeltransplantation
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1.5. Proteasom-Inhibitoren

Neben BZ, das als erster therapeutischer Proteasom-Inhibitor zugelassen wurde, gibt es
eine weitere Reihe pharmakologischer Substanzen, die hemmend auf das konstitutiv
exprimierte Proteasom oder auf das induzierte Immunoproteasom wirken. Zu ihnen
gehoren weitere Borsdure-Derivate wie Ixazomib und Delanzomib, sowie Marizomib
(ein nicht-peptidisches Lactazystin-Analogon), aber auch andere Peptid-basierte
Proteasom-Inhibitoren, z.B. die Epoxyketone Carfilzomib und Oprozomib. Alle binden
mit mehr oder weniger hoher Affinitdit sowohl an das Proteasom, als auch an das
Immunoproteasom (Dou und Zonder 2014). Bisher wenig bekannt ist liber alleinige

Inhibitoren des Immunoproteasoms, zu denen das Epoxyketon ONX-0914 (ONX) gehort.

A B
o o 0 0
q " on \,N\)LN%TH\)LN,(‘g
[N\j)LN N Boy i osow
Jow b Q
N Y
0O
/

Abb. 1.3: Chemische Struktur von BZ (A) und ONX (B) (Quelle: Selleckchem.com)

1.5.1. Bortezomib

BZ ist ein Borsaure-Dipeptid-Derivat der Pyrazinsdure. Es hemmt reversibel die (35-
Untereinheit des konstitutiven Proteasoms. Hierfiir bindet die Borsaure-Gruppe an die
Threonin-Hydroxyl-Gruppe des aktiven Zentrums der [5-Einheit und blockiert die
Chymotrypsin-ahnliche Aktivitat des 26S-Proteasoms (Borissenko und Groll 2007).

BZ verteilt sich nach i.v. Applikation innerhalb von 10 min in den meisten Geweben,
iiberwindet bei der Verteilung innerhalb des Organismus die Blut-Hirn-Schranke jedoch
nicht (Hemeryck et al. 2007, Dou and Zonder 2014, Foran et al. 2016). Das Ausmaf3 der
Proteasom-Inhibition ist dosisabhangig (Aghajanian et al. 2002, Papandreou et al. 2004).

Die maximale Inhibition erfolgt nach 1 h, nach 72 h erreicht die Proteasom-Aktivitat
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wieder ein reguldres Level (Orlowski et al. 2002). BZ wird tliber oxidative Deboronierung

im Cytochrom-P450-System der Leber zu seinen Metaboliten abgebaut (Pekol et al.

2005).

Die hohe Wirksamkeit von BZ gegen das MM wurde in mehreren klinischen Studien

bewiesen (Jagannath et al. 2004, Jagannath et al. 2008, Richardson et al. 2003,

Richardson et al. 2009). Mehrere molekulare Mechanismen tragen hierbei zu seiner

antitumordsen Wirkung bei (Adams 2004, Mitsiades et al. 2005):

e Induktion der Apoptose

©)

Duale Apoptose-Induktion tiber i) mitochondriale Ausschiittung von
Cytochrom C und Aktivierung von Caspase 9 sowie ii) Aktivierung der Jun-
Kinase und des Fas-Caspase-8-abhangigen proapoptotischen Signalweges
(Mitsiades et al. 2002, Hideshima et al. 2001),

Induktion von ER-Stress durch akkumulierende Proteine bei gleichzeitiger
Hemmung einer effektiven UPR (unfolded proteine response) (Lee et al.
2003),

Vermehrte Transkriptionsaktivitit von AP1 und c-Myc und dadurch
vermehrte Expression des Todesrezeptors Fas und Fas-Ligand (Mitsiades
etal. 2002),

Stabilisierung/Aktivierung von p53 durch Phosphorylierung (Hideshima
et al. 2003, Williams und McConkey 2003),

Beeintrachtigung von Gen-Reparatur durch Spaltung von DNS-

Proteinkinasen (Hideshima et al. 2003),

e Suppression der Anti-Apoptose

(@]

Verminderung der antiapoptotischen Proteine Bcl-2 und XIAP (Mitsiades
etal. 2002),

Blockade von NFKB als Uberlebens- und Resistenzfaktor gegen DNS-
zerstorende Chemotherapeutika (Mitsiades et al. 2005),

e Hemmung des Tumorwachstums von MM-Zelllinien (LeBlanc et al. 2002,

Hideshima et al. 2001), uw.a. durch Beeinflussung des IGF-1-Signalweges
(Mitsiades et al. 2002),

e Wirkung auf Transkriptionsfaktoren

(@]

Blockade von NFkB durch Inhibition der Degradation von IkB (Kalogeris
et al. 1999, Hideshima et al. 2001) und damit Einflussnahme auf darauf

folgende Signalkaskaden,
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e Beeinflussung des Knochenmark-Mikroenvironments
o Verminderung der NFkB-abhingigen IL-6 Ausschiittung aus dem
Knochenstroma und damit verminderte Bindung von MM-Zellen an
BMSCs (Hideshima et al. 2001),
o Inhibition der Osteoklastogenese (Metzler et al. 2007),
e Zellzyklus-Arrest
o durch Stabilisierung von Zellzyklus-Proteinen (Adams et al. 1999, Shah et
al. 2001),
e Uberwindung von Therapie-Resistenzen
o Synergistische Effekte mit anderen Chemotherapeutika (van Rhee et al.
2010),
o Sensitivierung von MM-Zellen fiir andere Chemotherapeutika (Hideshima
et al. 2003, Mitsiades et al. 2003),
e Anti-Angiogenese in Tumorzellen (Oikawa et al. 1998, Drexler et al. 2000,
LeBlanc et al. 2002).

| NFxB Proteinakkumulation ™27, p21 T p53 l IL-6, IGF-1 T c-Myc

l l Ve

lZellwachstum

Zytochrom C ER- Stress Zellzyklusarrest TNoxa | zuqiberleben Fas/FasL
IBindung an BMCS
lChemoresistenz

Caspase 9 Caspase 12 |Bcl- Familie Caspase 8

’ ‘ »

» (Caspase3 <

Abb. 1.4: Apoptotische Wirkung der Proteasom-Inhibition, modifiziert nach Almond und
Cohen 2002, Adams 2004, Mitsiades et al. 2005.

Wie in Abb. 1.4 dargestellt bewirkt BZ die Apoptose nicht nur auf direktem Weg tiber
intrinsische und extrinsische Kaskaden, sondern fiihrt auch zur Suppression von anti-
apoptotischen Signalen.

Zellen des MM sind sensitiver fiir die Proteasom-Inhibition als gesundes Gewebe
(LeBlanc et al. 2002). Tumorzellen sind per se aufgrund ihrer gesteigerten

Prolieferationsrate anfalliger fiir die Proteasom-Inhibition (Drexler 1997). Da in
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Tumorzellen die Mechanismen der Replikationskontrolle beeintrédchtigt sind, kann BZ
durch Verhinderung der DNA-Reparatur effektiver angreifen als in Zellen mit intakter
Zykluskontrolle. Des Weiteren ist IL-6 als Wachstums- und Uberlebensfaktor spezifisch
in MM-Zellen bekannt (Barut et al. 1992, Kawano et al. 1988). Als Folge seiner
Reduktion kommt es zur Verringerung der IL-6 vermittelten Chemoresistenz, zu einer
erschwerten Bindung von MM-Zellen an BMSCs und zu vermindertem Zellwachstum
(Hideshima et al. 2001). Das Protoonkogen c-Myc kann durch Mutationen in MM-Zellen
dysreguliert und so in spaten Krankheitsstadien vermehrt exprimiert sein (Shou et al.
2000). BZ tragt durch weitere Aktivitatssteigerung von c-Myc zur Induktion von
proapoptotischen Effekten bei (Mitsiades et al. 2002). Ein weiterer erwiinschter Effekt
von BZ ist seine synergistische Wirkung mit Chemotherapeutika anderer
Substanzklassen u.a. durch Chemo-Sensitivierung von MM Zellen (Mitsiades et al. 2003,
van Rhee et al. 2010).

Diese Beobachtungen implizieren eine tolerable Toxizitdt von BZ. Im Tierversuch wird
jedoch deutlich, welch eine hohe toxische Potenz BZ besitzt. Bei Nagetieren und Affen
wurde eine geringe therapeutische Breite zwischen der maximal tolerierbaren Dosis
(MTD) von 0.6 mg/m2 und der letalen Konzentration von = 0.9 mg/m2 festgestellt
(Bross et al. 2004). Die dosislimitierende Nebenwirkung der BZ-Therapie bei MM-
Patienten ist die periphere Neuropathie (PN). Sie tritt bei 35 % der Patienten neu nach
Therapiebeginn auf oder verschlechtert eine bereits bestehende Symptomatik. Der
Schweregrad ist dosisabhingig (Richardson et al. 2006). Die Beschwerden umfassen
Sensibilitatsstorungen, motorische Beeintrachtigung und neuropathischen Schmerz
(Richardson et al. 2009). Ein ursachlicher Mechanismus konnte noch nicht identifiziert
werden. Off-target-Effekte wie Stérungen der Calcium-Homdostase (Landowski et al.
2005), genetische Disposition (Broyl et al. 2010) und Autoimmunprozesse scheinen eine
Rolle zu spielen (Miltenburg und Boogerd 2014). Im Maus-Modell konnte eine
Reduktion der myelinisierten Nervenfasern mit daraus folgender funktioneller
Beeintrachtigung gezeigt werden (Bruna et al. 2010). Auch bei Affen wurde eine
Demyelinisierung der dorsalen Ganglien, peripherer Nerven und des Riickenmarks
beobachtet (Bross et al. 2004). Eine vermehrte Ausschiittung von Zytokinen scheint
besonders sensorische Nervenzellen zu beeintrachtigen (Ale et al. 2014). Die
Formierung von ubiquitinierten Protein-Aggregaten (UPA) scheint spezifisch fiir die
Proteasom-Inhibitor induzierte PN zu sein (Csizmadia et al. 2010), was im Gegensatz zu

vorherigen Beispielen fiir einen on-target-Effekt spricht. Auch die Aktivierung von
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Astrozyten durch BZ scheint eine Ursache fiir die Hypersensitivitit nach mechanischen
Stimuli zu sein (Robinson et al. 2014).

In den meisten Fallen ist die PN nach Beendigung der Therapie reversibel (Richardson
et al. 2009). Die subkutane Gabe von BZ und auch die Dosisreduktion kénnen das
Auftreten der PN verringern (Moreau et al. 2011, Jagannath et al. 2004). Dennoch ist sie
ein nicht zu unterschitzender sozio-6konomischer Einflussfaktor. Darunter leidende
Patienten geben korperliche Benachteiligung, emotionalen Stress und soziale
Beeintrachtigung als Ursache fiir Einschrankungen der Lebensqualitit im Alltag an
(Bakitas 2007). Auch die Kosten, die durch den Arbeitsausfall von Patienten mit PN im
Gesundheitswesen entstehen, sind jahrlich um 25% hoher als in Kontrollgruppen (Pike
etal. 2012).

Eine weitere Limitation erfahrt BZ durch die Ausbildung von Resistenzen der MM-Zellen
gegen die Medikation oder gar das Nicht-Ansprechen von Patienten. Als ursachliche
Mechanismen sind hier Genmutationen in kodierenden Abschnitten der 35-Untereinheit
des 20S-Proteasoms (L et al. 2008), die Aktivierung von Hsp27 (Chauhan et al. 2003)
und die Uberexpression der B5-Untereinheit zu nennen (Oerlemans et al. 2008).

Obwohl BZ ein sehr effektives Chemotherapeutikum in der Behandlung des MM
darstellt, ist die Weiterentwicklung spezifischerer Substanzen mit verbessertem
Sicherheitsprofil und unter Umgehung der Resistenzmechanismen essentiell. Der
selektive Immunoproteasom-Inhibitor ONX stellt einen erfolgversprechenden

Kandidaten fiir neuartige Chemotherapien dar.

1.5.2. ONX-0914

Der Immunoproteasom-Inhibitor ONX gehort zur Gruppe der Epoxyketone. Der bisher
bekannteste Vertreter dieser Gruppe ist das seit 2015 in Europa zugelassene
Carfilzomib. Es erwies sich bereits als potentes Chemotherapeutikum in der Behandlung
maligner hamatologischer Erkrankungen, sowie bei neu diagnostiziertem und
refraktirem MM (O'Connor et al. 2009, Sonneveld et al. 2015, Stewart et al. 2015). Es
wurde gezeigt, dass Carfilzomib die BZ-induzierte Chemoresistenz von B-Zellen
liberwinden kann und im refraktdaren Stadium der Krankheit sogar der BZ-Behandlung
liberlegen ist (Verbrugge et al. 2013, Dimopoulos et al. 2016). Auch fiir Oprozomib, ein

oral verfiigbares Strukturanalogon zu Carfilzomib, konnte bereits die Wirksamkeit auf
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humane MM-Zelllinien in vitro und in vivo gezeigt werden (Chauhan et al. 2010). ONX ist
aus der Gruppe der Epoxyketone jedoch der spezifischste Inmunoproteasom-Inhibitor,
da es 20 bis 40-fach selektiver an die 35i/ LMP7 Untereinheit des Immunoproteasoms
als an die 5 Untereinheit des konstitutiven Proteasoms bindet (Muchamuel et al. 2009).
Es blockiert irreversibel das N-terminale Ende von Threonin im katalytisch aktiven
Zentrum des Proteasoms. Die vergrofierte S1-Tasche der $5i Untereinheit macht diese
Interaktion moglich (Huber et al. 2012).

Das Immunoproteasom, speziell seine $5i-Untereinheit, befindet sich immer noch in der
biochemischen und strukturellen Evaluation (Huber et al. 2016). Selbiges gilt fiir seine
irreversiblen Epoxyketon-basierten Inhibitoren wie ONX (Huber et al. 2015). Es wurde
schon mehrfach gezeigt, dass ONX als Immunmodulator fungieren kann. In tierischen
Krankheitsmodellen der Hashimoto-Thyreoiditis (Nagayama et al. 2012), des
systemischen Lupus erythematodes (Ichikawa et al. 2012), der Graft-versus-Host-
Reaktion (Zilberberg et al. 2015) sowie der Colitis (Basler et al. 2010) und der Arthritis
(Muchamuel et al. 2009) wurden ein Regress der Symptome mittels Inmunoproteasom-
Inhibition durch ONX erreicht. Auch in neurodegenerativen Erkrankungen wie der
Multiplen Sklerose (Basler et al. 2014) und dem Guillain-Barré-Syndrom (Liu H et al.
2017) zeigte ONX seine Wirksamkeit. Im Tiermodell verringerte es Symptome bei
Konzentrationen von weniger als einem Zehntel der MTD und bietet damit ein
therapeutisches Fenster, das durch unselektive Proteasom-Inhibitoren nicht erreicht
werden kann (Groettrup et al. 2010). Sein anti-inflammatorischer Effekt ist durch die
Reduktion der Immunantwort und Verhinderung eines Zytokinsturms bedingt (Althof et
al. 2018). In humanen Lymphozyten und Monozyten blockiert es die Ausschiittung von
pro-inflamatorischen Zytokinen (IL-6, [L-27, TNFa, IFNy), inhibiert die LMP7-spezifische
Antigenpresentation und verhindert die Differenzierung von TH17-Helferzellen. Somit
scheint es sowohl die frithe T-Zellaktivierung als auch die Zytokin getriggerte T-
Zellentwicklung zu unterbinden (Muchamuel et al. 2009). Die Wirkung der LMP7-
Inhibition auf die Balance zwischen TH17-Helferzellen und regulatorischen T-Zellen
spielt hierbei eine besondere Rolle und weist auf das Immunoproteasom als
Therapieziel von Autoimmunkrankheiten hin (Kalim et al. 2012). Ahnlich wie
Carfilzomib steht ONX im Verdacht die BZ-induzierte Chemoresistenz liberwinden zu
konnen (Verbrugge et al. 2013). Fiir den zweiten bekannten LMP7-Inhibitor, PR-924,
konnte bereits die Wirksamkeit auf das Wachstum von MM-Zellen gezeigt werden

(Singh et al. 2011). Hinweise auf ein verbessertes Sicherheitsprofil von
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Immunoproteasom-Inhibitoren liefert eine Arbeit von Kuhn et al. Die Blockierung des
Immunoproteasoms in Dosierungen, die effizient suppressiv auf hdmatologische
Tumorzellen wirken, wies eine geringere Toxizitdt auf neuroektodermales Gewebe in
Vergleich zu BZ auf (Kuhn et al. 2009). ONX kann daher ebenfalls als vielversprechendes
neues therapeutisches Agens in der MM-Therapie betrachtet werden. ONX wurde bisher
nicht funktionell mit BZ verglichen, weder in seiner Antitumor-Aktivitiat noch in seiner

Neurotoxizitat.

1.6. Zielvorstellung

Durch einen Wirkmechanismus, der explizit nur das Immunoproteasom hemmt, bietet
ONX die Moglichkeit verminderter off-target-Effekte im Vergleich zur unspezifischen
Proteasom-Inhibition durch BZ. Bisher wurde die Neurotoxizitit von ONX weder
evaluiert noch mit der von BZ verglichen.

Ziel dieser Arbeit war es (i) neurotoxische Effekte von BZ und ONX aufzudecken, sowie
(ii) die Wirkung beider Pharmaka auf Zellzahl, Synapsendichte und Proteinexpression
zu ermitteln und (iii) diese auf ihre Abhangigkeit von Dosis und Behandlungszeit zu
untersuchen. Hierfiir wurden neuronale Zellen aus Primarkulturen der Ratte mit
verschiedenen Konzentrationen beider Wirkstoffe fiir 24 h oder 48 h behandelt und
anschliefend zur Analyse aufbereitet. Durch Immunzytochemie konnten die
Zellstruktur, die Zellzahl und die Synapsendichte mikroskopisch sichtbar gemacht und
qualitativ sowie quantitativ erfasst werden. Effekte der Behandlung der Zellkulturen mit
BZ und ONX auf die Expression ausgewahlter Proteine wurden durch Western-Blot-
Analyse charakterisiert. Zusammengenommen sollten die Befunde toxische Effekte von
BZ und ONX auf neuronale Zellkulturen dokumentieren, ihre Wirkung auf Zellintegritat
und Zellbiochemie miteinander vergleichen, sowie moglicherweise eine geringere

Toxizitdt von ONX auf neuronales Gewebe bestatigen.
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2. Material und Methoden

Zur Ermittlung der Wirkung der Proteasom-Inhibitoren BZ und ONX auf neuronale
Zellkulturen wurde sich verschiedener etablierter Methoden bedient. Dazu zdhlen
proteinbiochemische Analysen mittels SDS-PAGE und Western Blot und
immunzytochemische Farbungen mit anschliefdender Erfassung durch ein konfokales

Laserscanmikroskop.

2.1. Material

2.1.1. Tiere

Fir die Herstellung primérer kortikaler Zellkulturen wurden Ratten (Rattus norvegicus)
des Stammes Wistar verwendet. Da die Tiere ausschliefilich der Praparation von
Zellkulturen dienten, war kein gesonderter Tierversuchsantrag notwendig. Eine
entsprechende Genehmigung lag vor. Die Zucht und Haltung erfolgte nach
Bestimmungen des deutschen Tierschutzgesetzes im Gebdude des Instituts fiir
Pharmakologie und Toxikologie, Medizinische Fakultit der Otto-von-Guericke-
Universitat Magdeburg. Die Tiere wurden in Kafigen mit Wasser und Futter ad libitum

gehalten. Der Tag-und Nacht-Rhythmus betrug 12 h, die Raumtemperatur lag bei 21 °C.

2.1.2. Chemikalien

Die meisten verwendeten Chemikalien stammten von den Firmen Bio-Rad, Invitrogen,
Merck, Gibco, Roth, Sigma-Aldrich und Roche. Die Substanzen sind zu Beginn des
Absatzes der jeweiligen Methode genannt. Spezielle Substanzen anderer Hersteller sind
gesondert gekennzeichnet. Flir die biochemischen Experimente wurde Roth-Wasser und
fir die Puffer zweifach destilliertes Wasser (ddH20) aus dem Milli Q-System von

Millipore verwendet.
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2.1.3. Proteasom-Inhibitoren

Material und Methoden

Die Proteasom-Inhibitoren BZ und ONX wurden von der Firma Selleckchem Chemicals

(USA) bezogen und in einer 10 mM Stock-Lésung aufbewahrt. Aufgrund der

Losungseigenschaften der Stoffe wurde laut Herstellerempfehlung 100 %-iges DMSO

von Sigma zur Solubilisierung verwendet.

2.1.4. Antikorper

Die fiir die einzelnen Experimente bendtigten Antikorper sind mit der erforderlichen

Verdiinnung und Anwendung in Tabelle 2.1 und Tabelle 2.2 aufgefiihrt.

2.1.4.1.

Antikéorper
a-AMPA Rez.
a-[3-Aktin
a-Caspase 3
a-CREB
a-GFAP

a-Iba 1

a-MAP2

a-phospho NF&B p65
a-Synaptophysin 1

a-phospho-CREB
a-PSMA 6

Primare Antikoper

Spezies
rb

ms

rb

rb

chk

gt
ms

rb
gp

rb
rb

Klonalitdt
mono
mono
poly

mono

poly

poly
mono

mono

poly

mono

poly

Verdiinnung

1:2000
1:5000
1:1000
1:2000
1:10000
1:1000
1:500
1:1000
1:5000
1:10000
1:2000
1:2000
1:1000

Methode
WB
WB
WB
WB
WB
IF
WB
IF
WB
WB
IF
WB
WB

Hersteller

Cell Signaling
Sigma-Aldrich
Cell Signaling
Cell Signaling

abcam

abcam
Sigma-Aldrich
Cell Signaling

Synaptic Systems

abcam

Invitrogen

Tab. 2.1: Primdre Antikérper (rb: Kaninchen; ms: Maus; chk: Huhn; gt: Ziege; gp:

Meerschweinchen; IF: Immunfluoreszenz; WB: Western Blot)
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2.1.4.2. Sekundare Antikorper

Antikérper Spezies Verdiinnung  Methode Hersteller

a-rb IgG Peroxidase konjugiert do 1:7500 WB Dianova

a-ms IgG Peroxidase konjugiert gt 1:7500 WB Dianova

a-chk IgG Peroxidase konjugiert gt 1:7500 WB Dianova

a-gp IgG Peroxidase konjugiert do 1:7500 WB Dianova

a-gt IgG Peroxidase konjugiert do 1:7500 WB Dianova

a-ms IgG, Alexa Flour® 488 do 1:2000 IF Invitrogen

a-chk IgG, Alexa Flour® 647 do 1:1500 IF Jackson
Immunoresearch

a-gp IgG, Cy™3 do 1:2000 IF Jackson
Immunoresearch

Tab. 2.2: Sekundire Antikorper (do: Esel; gt: Ziege)

2.2. Methoden

2.2.1. Herstellung und Kultivierung kortikaler Primdrkulturen

e NB+ Medium: Neurobasal Medium, B-27, 200 mM L-Glutamin

Die Totungen der Muttertiere, Embryonenentnahme wund Prdparation der
Primdrkulturen wurden von Mitarbeitern des Instituts fiir Pharmakologie und
Toxikologie mit =zertifizierter Qualifikation zur Durchfiihrung von Tierversuchen
vorgenommen.

Es wurden primare kortikale Zellkulturen nach Banker und Goslin aus Embryonen im
Entwicklungsstadium E18 hergestellt (Banker und Goslin 1988). Die Zellen wurden auf
Poly-D-Lysin beschichteten Deckgldschen einer 24-well Platte mit einer Dichte von 20 x
103 Zellen/well fiir die Immunfluoreszenzfarbungen ausgesat. Fir biochemische
Analysen wurden Zellen mit einer Dichte von 500 x 103 Zellen/well einer 6-well Platte
oder mit einer Dichte von 5 x 106 Zellen je Zellkulturflasche (75 cm2) ausgesit. Die

Zellen wurden in Brutschranken bei 37 °C und 5 % CO2-Gehalt kultiviert.
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2.2.2. Behandlung kortikaler Primdrkulturen

e BZ:10 mM in DMSO
e ONX:10 mM in DMSO
e DMSO

Die Behandlung der Zellkulturen erfolgte am 14. Tag in vitro (DIV 14). Zundchst erfolgte
in ersten Untersuchungen die Behandlung mit beiden Inhibitoren fiir 1 h, 3 h, 24 h und
48 h in den Konzentrationen 0.1 uM, 0.5 uM, 1.0 pM und 2.0 uM. Anschliefdend wurden
fir BZ und ONX unterschiedliche experimentelle Bedingungen festgelegt. Fiir BZ-
Behandlungen wurden Konzentrationen von 0.001 pM bis 0.5 pM und fiir ONX-
Behandlungen von 0.01 pM bis 0.5 pM gewahlt. Diese Behandlungen erfolgten jeweils
fir 24 und 48 h. Stets wurde eine unbehandelte Kontrolle (Leerkontrolle) und eine
DMSO-Kontrolle unter identischen Bedingungen mitgefiihrt. Die Verdiinnung erfolgte

frisch in NB+ Medium durch eine Verdiinnungsreihe.

2.2.3. Immunzytochemie

e 1 x PBS pH 7.4: 37 mM NaCl, 4.3 mM Na:HPO4 x 7 H20, 2.7 mM KC|, 1.4 mM
KH2PO4

e PBS-MC: 1mM MgClz, 0.1 mM CaClz in 1 x PBS pH 7.4

e PLP-Fix: 16 % (w/v) Paraformaldehyd (Alfa Aesar), Lysin-Phosphat-Puffer (0.2 M
Lysin-HCl in ddH20, 0.1 M Na2HPOs, 0.2 M Phosphat-Puffer pH 7.4), 540 mg D-
Glucose, 85 mg NalO4 (McLean und Nakane 1974)

e 20% (v/v) Triton X-100

e B-Block: 10 % (w/v) Pferdeserum, 5 % (w/v) Sucrose, 2 % (w/v) BSA in 1 x PBS
pH 7.4

e Polyvinylalkohol Mowiol® pH 8.5

Nach Behandlung mit den Inhibitoren fiir 24 h bzw. 48 h wurde das Medium abgesaugt
und die Deckgldaschen mit den kortikalen Zellkulturen mit 500 pl PBS-MC gespiilt. Dann
wurden die Zellen mit 300 pl PLP-Fix fiir 30 min bei RT fixiert und anschliefRend 3 x
10 min mit 1 x PBS gewaschen, sowie mit B-Block + 0.2 % Triton fiir 1 h bei RT inkubiert
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um unspezifische Bindungen der Antikorper zu blockieren. Die Inkubation mit dem
primdren Antikorper erfolgte tiber Nacht bei 4 °C in einer feuchten Kammer.

Am ndchsten Tag wurden die Deckglaschen 3 x 10 min mit 1 x PBS + 0.2 % Triton
gewaschen und anschliefiend fiir 1.5 h mit dem sekunddren Antikorper inkubiert.
Danach wurden die Deckgldschen 2 x 10 min mit 1 x PBS + 0.2% Triton und 1 x 10 min
mit 1 x PBS gewaschen. Abschliefdend wurden die Deckglaschen in ddH20 gespiilt und

die fixierten und gefarbten Zellen mit Mowiol® auf Objekttragern eingedeckelt.

2.2.4. Mikroskopie

Die Beurteilung und Analyse der kortikalen Zellkulturen nach Fluoreszenzfarbung
erfolgte mit einem konfokalen Laserscan-Mikroskop von Carl Zeiss® Jena (LSM 710).
Die Wellenldnge der Exzitation wurde entsprechend der verwendeten Fluorophore
gewahlt. Fir die Analyse der Morphologie und die Quantifizierung der Synaptophysin-
Signale wurde ein 63er Objektiv, fiir die Quantifizierung der Zellzahl ein 20er Objektiv
gewahlt. Das Optovar betrug stets 1.0. Die Aufnahme erfolgte mit der ZEN-lite 2012
Software als Stapel-Aufnahme, aus der eine Projektion der maximalen Intensitdten
erstellt wurde. Innerhalb eines Experiments wurde der Aufnahmemodus beibehalten

um Vergleichbarkeit zu gewahrleisten.

2.2.5. Qualitative und quantitative Analyse der Primdrkulturen

Die Betrachtung und Aufnahme der Zellen fiir die Festlegung pharmakologischer
Grenzwerte erfolgte in hoherer Vergroflerung. Veranderungen der Zellstruktur wurden
dokumentiert und als morphologische Merkmale erfasst. Die Begriffe NOAEL (no
observed adverse effects level), LOAEL (lowest observed adverse effect level) und LC
(lethal concentration) wurden auf das Kultursystem tibertragen und entsprechend der
Zellvitalitat den jeweiligen Dosierungen zugeordnet. Um die Zellzahl zu quantifizieren
wurden 40 Bildausschnitte je Bedingung aufgenommen. Die Zahlung erfolgte manuell
mit der Software Photoshop Version 5. Die absoluten Werte wurden prozentual auf die
Leerkontrolle bezogen. Fir die Quantifizierung des Synaptophysin-Signals wurden
grofde, vereinzelte Neurone mit einem gut erkennbaren Hauptdendriten, der nicht von

anderen Dendriten liberlagert wurde, aufgenommen. Je Kondition wurden 15-16 Zellen
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fotografiert. Die Bilder wurden in der Image] Software Version 1.49m mit Fiji-
Erweiterung bearbeitet (Schindelin et al. 2012). Der Hauptdendrit wurde mit dem
Linienwerkzeug verfolgt und begradigt. Es wurde ein Ausschnitt erstellt, der die
Synaptophysin-Signale als bindres Bild enthielt. In Image] 1.26 wurde mit dem Plugin
punctae analyzer (Ippolito und Eroglu 2010) fiir jedes Experiment ein Schwellentonwert
und die einzubeziehende Pixelgréfie der Synapsen festgelegt und die erfassten punctae

gezahlt. Die Werte wurden prozentual auf die Leerkontrolle bezogen.

2.2.6. Proteinextraktion aus behandelter kortikaler Primdrkultur

e 1xPBSpH7.4

e PBS-MC: 1 mM MgClz, 0.1 mM CaClz in 1 x PBS pH 7.4

e 50 x Protease-Inhibitor Tabletten in Roth-Wasser (PI)

e 10 x Phospho-Stopp Tabletten in Roth-Wasser (PS)

¢ Benzonase Nuclease

e Ernte-Puffer: 1 x PBS pH 7.4, 1 x PI, 1 x PS, 0.33 ul Benzonase je ml Puffer

e 4 x Sodium-dodecyl-sulfat (SDS) Probenpuffer: 1 % (w/v) SDS, 40 % (v/v)
Glycerol, 20 % (v/v) B-Mercaptoethanol, 250 mM TRIS pH 6.8, 0.004 % (w/v)

Bromphenolblau

Alle Arbeitsschritte erfolgten auf Eis. Die Zellen wurden mit PBS-MC gespiilt. Mit einem
Zell-Kratzer wurde der Zellrasen in 250 pl Ernte-Puffer entnommen und in ein 1.5 ml
Eppendorf-Gefafs tberfiihrt. Die Proben wurden mittels Vortexer gemischt, 10 min auf
Eis inkubiert und 83 pl 4 x SDS hinzugegeben. Anschlief}end wurden die Proben 10 min
im Heizblock bei 95 °C erhitzt und fiir 10 min bei 4 °C mit 21130 x g zentrifugiert. Die
Lagerung der Proben erfolgte bei -20 °C.
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2.2.7. Amidoschwarz Test

e 2% (w/v) Bovines Serum Albumin (BSA)
e Methanol-Essigsaure: 10 % (v/v) Essigsaure in Methanol
e Farbelosung: 1.44 % (v/v) Amidoschwarz in 9:1 Methanol-Essigsaure

0.1 M NaOH

Der Amidoschwarz Test dient zur Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration in
Proteinextrakten (Klenikova und Pevzner 1979, Wilson 1979).

Flr die Eichreihe wurde eine Proteinstammldésung aus 200 pl BSA und 600 pl Roth-
Wasser bereitet und in folgendem Verhaltnis mit ddH20 in Dreifachbestimmung

aufgetragen (Tab. 2.3).

Proteingehalt in ug 0 2 4 8 12 16 20
Stammlésung in pl 0 4 8 16 24 32 40
ddH20 in pl 100 96 92 84 76 68 60

Tab. 2.3: Zusammensetzung des BSA-Standards in der Eichreihe

Die aufgetauten Proben wurden vor jeder Verwendung mittels Vortexer gemischt, fiir
2 min bei 95 °C erhitzt und fiir 10 min auf hochster Stufe zentrifugiert. Je Probe wurden
5 ulin 95 pl ddH20 in Dreifachbestimmung aufgetragen.

Eichreihe und Proben wurden mit 200 pl Farbelosung bei RT fiir 10 min inkubiert und
anschlieRend fiir 10 min bei 4000 x g und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das Pellet mit 300 ul Methanol-Essigsaure erneut zentrifugiert. Dieser
Arbeitsschritt wurde wiederholt, der Uberstand nochmals verworfen und das Pellet fiir
20 min bei 37 °C getrocknet. Im Anschluss wurde das Pellet mit 300 pl NaOH fiir 30 min
gelost und die Extinktion bei 620 nm in einem Photometer nach Lambert-Beer

gemessen. Bis zur weiteren Verwendung wurden die Proben bei -20 °C gelagert.
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2.2.8. Sodium-Dodecyl-Sulfat Polyacrylamid-Gelelektrophorese

e Trenngelpuffer: 1.8 M Trishydroxymethyl-aminomethan (TRIS) pH 8.8

e Sammelgelpuffer: 0.5 M TRIS pH 6.8

e 1 x SDS Probenpuffer: 62.5 mM TRIS pH 6.8, 0.25 % (w/v) SDS, 10 % (v/v)
Glycerol, 5 % (v/v) B-Mercaptoethanol, 0.001 % (w/v) Bromphenolblau

e Marker: Page Ruler Protein Ladder (Thermo Scientific)

e 1 x Elektrophorese Puffer: 25 mM TRIS pH 8.3, 192 mM Glyzin, 0.1 % (w/v) SDS

e Coomassie Brilliant Blau: 0.05 % (w/v) Coomassie Brilliant Blau R250, 10 %
(v/v) Essigsaure, 50 % (v/v) Methanol in ddH20

e Coomassie-Entfarbelésung: 7 % (v/v) Essigsdure, 5 % (v/v) Methanol in ddHz20

e Gel-Trocknungs-Loésung: 50 % (v/v) Methanol, 5 % (v/v) Glycerol in ddH20

e Zellophan-Folie

Mittels Sodium-Dodecyl-Sulfat Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach
Laemmli werden Proteine elektrophoretisch nach ihrer Grofie getrennt (Gallagher
2007). Fur die SDS-PAGE wurden 5 % bis 20 % Gradientengele verwendet; ihre
Zusammensetzung ist der Tabelle 2.4 zu entnehmen. Die Gele wurden mit 20 pg Protein
je Probe beladen. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte mit 12 mA je Gel in einem
Hoefer Mighty Small System SE250 (Amersham Biosciences).

Mit jeder Probe wurde einmalig eine Coomassie-Farbung durchgefiihrt (s. Abb. 2.1).
Hierfiir wurden die Gele nach SDS-PAGE in Coomassie Brilliant Blau nach kurzem
Erhitzen fiir 30 min gefarbt und anschlief3end mit Entfarbel6sung 30 min entfarbt. Das
Gel wurde anschliefend 10 min in Trocknungs-Losung gelagert und in Zellophan
eingebettet. Dies erlaubte eine qualitative Erfassung des Proteingehaltes und diente als

Bezugsgrofie fiir die spatere quantitative Auswertung (Wilson 1979).
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Trenngelpuffer
Sammelgelpuffer
87 % Glycerol
40 % Acrylamid
30 % Acrylamid
0.2 M EDTA

10 % SDS
ddH20
Bromphenolblau
Bromphenolrot
10 % APS
TEMED

Trenngel 5 %
6.84

1.8
4.056

316.8
316.8
18.94

115.2
21.6

Trenngel 20 %

6.84

7.2
16.2

316.8
316.8
1.392
48

72
21.6

Material und Methoden

Sammelgel

5.52

3.84
240.1
240.1
7.92

12
148.2
18.2

Tab. 2.4: Zusammensetzung der 5-20 % Gradient-SDS-Polyacrylamidgele

Abb. 2.1: 5-20 % SDS-Polyacrylamidgel nach Coomassie Brilliant Blau Fiarbung (Lane 1-9:

Proteinproben, Lane 10: Page Ruler)
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2.2.9. Western Blot

e 1 x Western Blot Transfer Puffer: 25 mM TRIS pH 9.3, 192 mM Glycin, 0.2 %
(w/v) SDS, 20 % (v/v) Methanol

e Nitrozellulose Membran: 0.22 pm, LI-COR® Biosciences GmbH

e Ponceau Farbelosung: 0,5 % (w/v) PonceauS, 3 % (v/v) Essigsaure in ddH20

e 1xTBS (TRIS gepufferte Losung): 20mM TRIS, 0.8 % (w/v) NaCl

e 1xTBS-T: 1 x TBS Puffer, 0.1 % (v/v) Tween-20

e Blockierungspuffer: 5 % (w/v) BSAin 1 x TBS

e Elektrochemilumineszenz (ECL) Detektionslosung (Pierce®) und Extended

Duration (DURA) Detektionslésung (Pierce®)

Durch den Transfer der Proteine vom Gel auf eine Nitrozellulosemembran kénnen diese
der Immuno-Detektion zuganglich gemacht werden (Towbin 2015, Burnette 2015).

Die Gele wurden auf Nitrozellulose Membran im Sandwich-Verfahren mit Filterpapier
und Schaumstoff umschichtet und in die mit Transfer-Puffer gefiillte Kammer
eingehangt. Die Gele wurden fiir 1.5 h mit 200 mA bei konstanter Temperatur von 4 °C
und unter stindigem Riithren des Puffers geblottet. Anschlielend wurden die
Membranen mit Ponceau fiir 10 min gefarbt. Farbreste wurden mit ddH20 entfernt, die
Membranen iiber Nacht getrocknet und bis zur weiteren Verwendung in Farbeschalen
bei 4 °C aufbewahrt. Als nachstes wurden die Membranen mit ddH20 und 1 x TBS fir
jeweils 10 min gewaschen und anschliefdend fiir 1 h bei RT mit 5 % BSA in 1 x TBS
blockiert. Die Membranen wurden tber Nacht bei 4 °C mit dem primaren Antikorper in
Western Blot Schalen inkubiert. Am Folgetag wurde in vier Waschschritten mit 1 x TBS
und 1 x TBS-T insgesamt 30 min gewaschen und der Blot fiir 2 h bei RT mit HRP-
konjugiertem sekunddren Antikoérper (1:7500 mit 0.1 % BSA in 1 x TBS-T) der
entsprechenden Spezies inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurde die Membran mit 1 x
TBS gespilt und der Waschschritt wiederholt. Abschlieféend wurden die Proteinbanden
mittels ECL- oder DURA-Detektionslosung in einem Odissey Fc (LI-COR Biosciences®
GmbH) mit Image Studio Software Version 2.1 bei einer Belichtungszeit von 10 min

erfasst.
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2.2.10. Signalquantifizierung der Proteinlevel im Western Blot

Die Quantifizierung der Chemilumineszenz-Intensititen erfolgte ohne weitere
Bildbearbeitung. Mit der LI-COR Images Studio Lite Software Version 5.0 wurden die
detektierten Proteinbanden markiert und deren Graustufenwert ermittelt. Die
Probensignale wurden auf das korrespondierende Coomassie-Gel normiert und der

relative Prozentwert der Signale in Bezug auf die Leerkontrolle ermittelt.

2.2.11. Statistische Auswertung

Die Daten wurden mit GraphPad Prism Version 6 (GraphPad Inc., USA) statistisch
ausgewertet. Die Zellzahlanalyse erfolgte mit einfacher ANOVA Varianzanalayse gefolgt
von einem Bonferroni-post-hoc Test. Die LCso wurde durch Darstellung der Korrelation
zwischen Inhibitor-Dosis und Neuronenzahl mittels einer inhibitor-response-curve mit
nonlinearer Kurvenanpassung ermittelt. Fiir die Auswertung der Synaptophysin-Signale
und die Analyse der Western-Blot-Signale wurde der t-Test nach Student zwischen
gleichen Konzentrationen verwendet. Zur Untersuchung des Verhaltnisses von phopho-
CREB zu CREB wurde der Mittelwert des Quotienten aus phospho-CREB und CREB mit
dem Ein-Proben t-Test gegen den hypothetischen Wert 1 getestet. Alle Daten wurden als
Mittelwert * Standardfehler dargestellt. Ein p-Wert von p<0.05 galt in allen
Quantifizierungen als signifikant.

Flr die Proteinbiochemie wurden 3 unabhingige Experimente mit je 2-3 technischen
Replikaten und fiir die immunzytochemischen Experimente 2-3 Experimente mit je 15-
16 Replikaten (Synaptophysin) bzw. 40 Replikaten per Kondition (Zellzahl) in die

Statistik einbezogen.
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3. Ergebnisse

In dieser Arbeit wurde die Wirkung des Proteasom-Inhibitors BZ und des
Immunoproteasom-Inhibitors ONX-0914 auf neuronale Primarkulturen der Ratte
untersucht. Die Experimente waren darauf ausgelegt, den Einfluss der Inhibitoren auf
den Zellverband, die Zellstruktur und die Proteinhomdoostase zu priifen. Das Ziel war es,
die toxischen Effekte beider Inhibitoren zu untersuchen, miteinander zu vergleichen und
eine vermutete geringere Neurotoxizitat von ONX nachzuweisen.

Es wurden unterschiedliche Effekte von BZ und ONX auf die Zellmorphologie, die

Zellzahl, die Synapsendichte und die Proteinexpression festgestellt und analysiert.

3.1. Toxizitdt von DMSO

DMSO ist ein vielfach verwendetes Losungsmittel, das als atoxisch gilt. Jedoch wurde
gezeigt, dass DMSO dosisabhiangig und schon bei geringen Konzentrationen
Schadigungen neuronaler Zellen hervorruft (Hanslick et al. 2009, Galvao et al. 2014). Um
eine eventuelle Beeinflussung der Zellkultur durch das verwendete Lésungsmittel DMSO
auszuschliefden, wurde es laut Empfehlungen des Stammdatenblattes der Firma
Selleckchem in Konzentrationen unter 0.3 % angewendet.

In der immunzytochemischen Farbung zeigten sich nach 24 h und 48 h keine
morphologischen Unterschiede zwischen unbehandelten Neuronen (Leerkontrolle) und
Neuronen, die mit einer DMSO-Kontrolle behandelt wurden (Abb. 3.1). Im Western Blot
konnte in keinem Fall ein signifikanter Unterschied der Proteinexpression nach DMSO-
Behandlung zur Leerkontrolle festgestellt werden (Daten nicht dargestellt). In der
statistischen Auswertung der Ergebnisse wurden die Absolutwerte daher stets auf die

Leerkontrolle normiert.
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24h 48h

Leerkontrolle DMSO Leerkontrolle DMSO

Abb. 3.1: Vergleichende Immunfluoreszenzmikroskopie zwischen Leerkontrolle und
DMSO-Kontrolle.

Beispielhafte Aufnahmen MAP2-positver Neurone ohne Behandlung (Leerkontrolle) und nach
Behandlung mit DMSO fiir jeweils 24 und 48 h. Morphologisch unterschieden sich mit DMSO

behandelte Neurone nicht von der Leerkontrolle. Maf3stab 50 pm.

3.2. Neurodegeneration in der Zellkultur

Zunachst wurden die Zellkulturen mit beiden Inhibitoren in den Konzentrationen
0.1 uM, 0.5 uM, 1.0 uM und 2.0 pM fiir jeweils 1 h, 3 h, 24 h und 48 h behandelt und nach
immunzytochemischer Farbung unter dem Mikroskop betrachtet. Nach Behandlung fiir
1 h und 3 h war bei keinem der beiden Inhibitoren ein Effekt auf die Zellen nachweisbar
(Daten nicht dargestellt).

Nach 24h war jedoch eine toxische Wirkung beider Inhibitoren auf die Zellkultur zu
erkennen. Nach Behandlung mit BZ in den Konzentrationen 0.1 uM, 0.5 uM, 1.0 uM und
2.0 uM kam es zu morphologischen Auffalligkeiten als Zeichen toxischer Schadigung
(Abb. 3.2). Das Auftreten von Varikosititen war zu beobachten. Bei stdrkerer
Vergroflerung wurde eine Blasenbildung im Bereich der Zellmembran, ein sogenanntes
blebbing, deutlich (Abb. 3.5). Die Starke der MAP2-Farbung nahm in ihrer Intensitat ab
und die Farbung zeigte sich ungleichmafiiger iiber den Zellkérper verteilt. ONX fiihrte
nach dieser Behandlungsdauer erst in den Konzentrationen 1.0 uM und 2.0 uM zu
sichtbaren Veranderungen der Zellstruktur. Nach 48h kam es durch die Behandlung mit
BZ in allen Konzentrationen zur Degeneration samtlicher Zellen in der Kultur. Vereinzelt

waren stark morphologisch verdanderte Neurone auffindbar (Abb. 3.2). Nach ONX-
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Behandlung mit 0.1 uM blieb die Zellkultur intakt (siehe auch Abb. 3.4). In hoheren
Konzentrationen kam es jedoch ebenfalls zum Zelltod.

Beide Pharmaka wiesen nach hohen Dosierungen und einer langer Behandlungszeit eine
neurotoxische Wirkung auf. Aufgrund der unterschiedlich starken Effekte in den jeweils
entsprechenden Konzentrationen konnte jedoch weiterhin von einer geringeren

Toxizitdt von ONX im Vergleich zu BZ ausgegangen werden.
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24 h 48 h

Bortezomib ONX-0914 Bortezomib ONX-0914

1.0 uM 0.5 uM 0.1 uM Leerkontrolle

2.0 uM

Abb. 3.2: Map2-gefarbte Neurone nach Behandlung mit BZ und ONX fiir 24 h und 48 h.
Bereits nach 24 h zeigten mit BZ behandelte Zellen morphologische Auffalligkeiten (=),
wahrend es nach ONX-Gabe erst bei 1.0 uM und 2.0 pM zu einer sichtbaren Schadigung kam.
Noch deutlicher wird die unterschiedliche Toxizitdt von BZ und ONX nach 48 h Behandlungszeit.
BZ fiihrte bei 0.1 pM zum Zelltod (*), ONX erst bei 0.5 pM. Mafdstab 30 um.
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Flir die weiteren immunzytochemischen Experimente wurden die Konzentrationen von
BZ auf 0.001 pM, 0.005 pM, 0.01 uM, 0.05 pM, 0.1 pM und 0.5 uM verringert und fir
jeweils 24 h und 48 h auf die Zellkulturen angewendet.

Nach 24 h war in den Konzentrationen 0.001 uM, 0.005 uM (nicht dargestellt) und
0.01 uM kein toxischer Effekt von BZ nachweisbar (Abb. 3.3). Nach Behandlung in den
Konzentrationen 0.05 pM, 0.1 pM und 0.5 pM wurden jedoch morphologische
Veranderungen (=) sichtbar. Es traten Varikositiaten auf und die MAP2-Farbung zeigte
sich ungleichmafiger als bei der Leerkontrolle. Nach 48 h kam es durch Behandlung mit
0.01 uM BZ zu einer deutlichen Zellstrukturverdanderung, welche bei 0.05 uM BZ noch
starker ausgepragt war. In den Konzentrationen 0.1 uM und 0.5 pM waren keine
intakten Zellkorper mehr vorhanden (Abb. 3.4). Es kam, wie bereits vorher gezeigt, zum
kompletten Zelltod der gesamten Kultur (siehe auch Abb. 3.2).

Um weiterhin vergleichbare Konzentrationen von BZ und ONX analysieren zu koénnen,
wurden auch die Konzentrationen von ONX mit 0.01 puM, 0.05 uM, 0.1 uM und 0.5 uM
angepasst und ebenfalls fiir 24 und 48 h auf die Zellkultur angewendet. Nach 24 h zeigte
sich nach Behandlung der Neurone mit ONX kein morphologischer Unterschied zur
Leerkontrolle (Abb. 3.3). Auch nach der Behandlung mit ONX fiir 48 h in den
Konzentrationen 0.01 uM, 0.05 pM und 0.1 pM waren keine toxischen Effekte auf die
Neurone nachweisbar (Abb. 3.4). Erst nach Behandlung der Zellen mit 0.5 pM kam es
zum Zelltod in der gesamten Kultur (siehe auch Abb. 3.2).

Beide Pharmaka zeigten nach Verringerung der Dosierung in ihren jeweils niedrigsten
Konzentrationen keine toxischen Effekte auf die Zellkultur. Eine toxische Wirkung von
sowohl BZ als auch ONX auf neuronale Zellen konnte jedoch in hoheren Konzentrationen
und bei langer Behandlungszeit gesehen werden. Durch die Applikation des Proteasom-
Inhibitors BZ war allerdings schon bei deutlich niedrigeren Konzentrationen eine
Schadigung der Zellstruktur beobachtbar. Im Gegensatz dazu waren bei Steigerung der
Konzentration von ONX zunédchst keine morphologischen Auffilligkeiten zu sehen. Erst

nach 48 h kam es durch Applikation von 0.5 uM ONX zum Zelltod der Kultur.
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24 h Behandlung

Bortezomib ONX-0914

0.1 uM

0.5 uM

Abb. 3.3: Neurone nach Behandlung mit BZ und ONX fiir 24 h.

Darstellung reprasentativer Neurone nach Behandlung mit BZ und ONX. Es erfolgte die
Immunfluoreszenzfarbung mit Antikorpern gegen MAP2, Synaptophysin und GFAP. Wahrend
die Behandlung mit BZ schon bei 0.05 uM und hoheren Konzentrationen zu sichtbaren
Zellschaden fiihrte, war ein solcher Effekt nach ONX-Gabe nicht erkennbar. Besonders die
Farbung mit MAP2 ermoglichte das Erkennen morphologischer Auffilligkeiten als Korrelat
toxischer Schadigung (=). Maf3stab 50 pm.
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48 h Behandlung

Bortezomib ONX-0914

0.1 uM

0.5 uM

Abb. 3.4: Neurone nach Behandlung mit BZ und ONX fiir 48 h.

Darstellung reprasentativer Neurone nach Behandlung mit BZ und ONX. Aufler in seiner
geringsten Konzentration 0.001 pM war BZ toxisch fiir neuronale Zellen, sichtbar an den
morphologischen Auffilligkeiten in der MAP2-Farbung (=). ONX zeigte erst in der hochsten
Konzentration von 0.5 puM toxische Effekte. Besonders deutlich wurde die unterschiedliche
Toxizitdt von BZ und ONX nach Behandlung mit jeweils 0.1 uM (siehe auch Abb. 3.2). Mit BZ
behandelte Neurone zeigten in dieser Konzentration starke Schadigungen (*), wahrend nach
ONX-Behandlung die strukturelle Integritit der Neurone vollstindig erhalten blieb. Mafistab

50 pm.
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3.3. Verdnderungen der Zellmorphologie

Die schon bei geringen Konzentrationen auftretenden morphologischen Veranderungen
von neuronalen Zellen waren ein Hinweis auf neurotoxische Effekte von BZ und ONX
(Abb. 3.3, Abb. 3.4). Es kam zur Bildung von Varikositdten, zu einem blebbing der
Zellmembranen und =zur Dendritenzerfaserung als sichtbares Korrelat des
beeintrachtigten Zytoskeletts (Abb. 3.5). Die vollstandige Retraktion der Dendriten war
Merkmal des Zelltodes nach Behandlung mit héheren Konzentrationen. Entsprechend
dazu veranderte sich die Verteilung von MAP2 in den Neuronen qualitativ. In der
Leerkontrolle war MAP2 gleichmafiig durch Immunfluoreszenz detektierbar, die
dendritischen Fortsatze zeigten sich deutlich gefarbt. Bei Behandlung mit hoheren
Konzentrationen stellte sich die Farbung besonders in den Dendriten fragmentiert dar.

Um bereits geringfligige morphologische Auffalligkeiten nachzuweisen, wurde daher
ebenfalls die Struktur von Dendriten genauer betrachtet. Es wurden erneut
Unterschiede hinsichtlich der Toxizitat von BZ und ONX deutlich (Abb. 3.6). Nach 24 h
kam es durch BZ bereits bei 0.1 pM, nach 48 h bei 0.01 pM zu morphologischen
Auffalligkeiten. Infolge der ONX-Behandlung waren nach 24 h erst bei 1.0 pM und nach
48 h bei 0.5 pM Schiaden der Dendritenstruktur sichtbar. Diese Beobachtungen
entsprachen den vorherigen Ergebnissen, in denen diese Konzentrationen bereits als
toxische Konzentrationen identifiziert wurden (Abb. 3.3, Abb. 3.4). Anhand der
Konzentrationen, bei denen morphologische Abweichungen zur Leerkontrolle und
damit eine toxisch bedingte Neurodegeneration sichtbar wurden, konnten die

toxikologischen Kenngrofden NOAEL, LOAEL und LC (Tab. 3.1) festgelegt werden.
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Varikositdaten Dendritenzerfaserung Dendritenretraktion Blasenbildung

Abb. 3.5: Charakteristische morphologische Veranderungen als Merkmale der
Neurodegeneration nach Applikation von BZ und ONX.

MAP2-positive Neurone nach Behandlung mit BZ und ONX. Varikositdtenbildung, Blasenbildung
der Zellmembran, Dendritenzerfaserung und Dendritenretraktion traten im Rahmen neuronaler
Schadigung auf. Sie dienten zur Identifikation der toxischen Konzentrationen von BZ und ONX.

Maf3stab obere Reihe 50 um, untere Reihe 10 um.
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24 h Behandlung

Bortezom ib ONX-0914

48 h Behandlung

Bortezomib

[UnN

Abb. 3.6: Verdnderung der Dendritenstruktur nach Behandlung mit BZ und ONX.
Ausschnitte von Dendriten MAP2-positiver Neurone nach Behandlung mit BZ und ONX in
verschiedenen Konzentrationen. Erkennbar waren Strukturschadigungen in Form von
Zerfaserung, Retraktion und ungleichméafiiger MAP2-Farbung der Dendriten (*). Wie auch hier
sichtbar fiithrte die Behandlung mit BZ in deutlich geringeren Konzentrationen zu
morphologischen Veranderungen als die ONX-Applikation. Nach 24 h kam es durch BZ bereits
bei 0.1 uM, nach 48 h bei 0.01 pM zu Auffilligkeiten. Nach ONX-Behandlung waren nach 24 h
erst bei 1.0 uM und nach 48 h bei 0.5 pM Veranderungen sichtbar. Maf3stab 10 pm.
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3.4. Pharmakologische Grenzwerte von Bortezomib und ONX-0914

Die toxikologischen Kenngrofden von BZ und ONX wurden nach mikroskopischer
Auswertung der immunzytochemisch gefarbten Zellkulturen festgelegt (Abb. 3.2, Abb.
3.3, Abb. 3.4, Abb. 3.6). Die Ergebnisse sind in Tabelle 3.1. dargestellt. Die LC (lethal
concentration) wurde definiert als die Konzentration, bei der eindeutig keine intakten
Zellen mehr aufzufinden waren. Die Dosis, bei der Merkmale neuronaler Zellschdadigung
(Abb. 3.5) eintraten, die jedoch nicht zum Zelltod fiihrte, wurde als LOAEL (lowest
observed adverse effect level) festgelegt. Die NOAEL-Dosis (no observed adverse effect
level) entsprach in dieser Arbeit einer Konzentration, bei der mikroskopisch keine
Veranderung der Zellstruktur im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle ausgemacht

werden konnte.

24 h BZ 24 h ONX 48 h BZ 48 h ONX
LC s s >0.1 uM >0.5 uM
LOAEL  =20.05uM 1uM >0.01 uM 0.1uM<x<0.5uM
NOAEL  <0.01 uM <0.5 uM <0.001 uM <0.1 uM

Tab. 3.1: Toxikologische Schwellenwerte nach Behandlung mit BZ und ONX fiir 24 h und
48 h.

Wie in Abb. 3.2 und 3.3 ersichtlich kam es nach einer Behandlungszeit von 24 h bei
keinem der beiden Wirkstoffe in den getesteten Konzentrationen zum Zelltod. Es konnte
keine LC fiir diesen Zeitpunkt ermittelt werden. Toxische Effekte traten nach 24 h nach
BZ-Behandlung schon bei einer Konzentration von 0.05 pM auf. Dies war nach ONX-
Behandlung erst bei einer Konzentration von 2.0 uM der Fall. Nach BZ-Behandlung fiir
24 h war unterhalb der Konzentration von 0.01 uM kein toxischer Effekt beobachtbar.
Nach ONX-Behandlungen trat bei niedrigen Konzentrationen bis einschliefilich 0.5 pM
ONX keine Toxizitat auf.

Nach 48 h Behandlungszeit wiesen beide Pharmaka eine letale Dosierung auf. Diese lag
bei 0.1 uM BZ und 0.5 pM ONX (Abb. 3.2, 3.4). Dementsprechend war die LC nach BZ-
Gabe 0.1 uM und nach ONX-Gabe 0.5 pM (Tab. 3.1). Nach ONX-Behandlung war
unterhalb der Konzentration von 0.5 pM keine Toxizitdt beobachtbar. Uber die LOAEL

von ONX fiir 48 h war daher keine genaue Angabe moglich, da sie vermutlich zwischen
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0.1 pM und 0.5 pM lag. Erste toxische Effekte durch BZ-Behandlung fiir 48 h traten
eindeutig bei der Konzentration 0.01 pM auf. Bei Behandlung mit BZ in der
Konzentration 0.001 puM waren keine toxischen Effekte mehr beobachtbar.

Die mikroskopisch sichtbaren Zellschdden (Abb. 3.5) ermdéglichten die eindeutige
Bestimmung der toxischen Konzentrationen von BZ und ONX. Hierbei konnte zwischen
atoxischen, toxischen und letalen Konzentrationen unterschieden werden. Diese
Abstufung fiihrte zur Bestimmung der pharmakologischen Grenzwerte NOAEL, LOAEL
und LC. Im Vergleich zeigten sich differierende Grenzwerte zwischen BZ und ONX,

welche auf eine geringere Neurotoxizitdt von ONX hinwiesen.

3.5. Verdnderung der Neuronenzahl

Neben morphologischen Veranderungen der Zellen bei geringen Konzentrationen von
BZ und ONX fiel auch eine starke Beeintrachtigung des zelluliren Netzwerkes auf. Es
kam bei hohen Konzentrationen beider Inhibitoren zum Zelltod in der Kultur, so dass
nur noch wenige Neurone bildlich dokumentiert werden konnten (Abb. 3.2). Um das
neuronale Zelliiberleben der kortikalen Primarkulturen nach Behandlung mit BZ und
ONX vergleichen zu koénnen, wurde daher die Anzahl der Neurone erfasst. Die
Ermittlung der Zellzahl ist eine etablierte Methode zur Uberpriifung der Lebensfihigkeit
zellularer Kulturen. Besonders in Toxizitatsanalysen kann die Zellzahlquantifizierung
zur einfachen Erfassung der Dosis-Wirkungs-Beziehung in neuronalen Ko-Kulturen
dienen (Ivanov et al. 2016).

Nach 24 h Behandlungszeit ergab sich bei keinem der Inhibitoren ein Anhalt fiir einen
Rickgang der Neuronenzahl im Mikroskop. Im Gegensatz dazu zeigten sich nach 48 h
eindeutig unterschiedliche Effekte der Inhibitoren auf die Dichte der Zellkultur. Eine
Verminderung der Zellzahl war nach Behandlung mit BZ in den Konzentrationen
0.01 uM und 0.05 pM erkennbar (Abb. 3.7). Infolgedessen war auch das dendritische
Netzwerk weniger ausgepragt. In der Konzentration 0.005 pM schien BZ keinen Einfluss
auf die Zellzahl zu haben. Nach ONX-Behandlung fiir 48 h in den Konzentrationen 0.05
uM und 0.1 pM unterschied sich die Zelldichte mikroskopisch nicht von der
Leerkontrolle (Abb. 3.7). Nach Gabe von 0.5 pM ONX kam es jedoch zu einer starken
Reduktion der Neuronenzahl, vergleichbar mit dem Effekt von 0.05 pM BZ.
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Schlussfolgernd zeigte der Proteasom-Inhibitor BZ schon bei einem Zehntel der Dosis

von ONX einen vergleichbar toxischen Effekt.
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Abb. 3.7: Mikroskopisch erkennbare Zellzahlreduktion nach Gabe von BZ und ONX.

Die Darstellung zeigt reprasentative Aufnahmen nach Immunfluoreszenzmikroskopie MAP2-
positiver Neurone. Die Leerkontrolle wies nach 24 h und 48 h ein dichtes neuronales Netzwerk
mit zahlreichen Zellkdrpern auf. Nach 24 h Behandlung mit BZ und ONX waren optisch keine
Veranderungen der Zellzahl festzustellen. Jedoch war nach 48 h die Zellzahl nach Behandlung

mit 0.01 uM und 0.05 puM BZ, sowie mit 0.5 uM ONX deutlich vermindert. Mafdstab 150 pum
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In der quantitativen Auswertung wurde ein unterschiedlicher Effekt der Inhibitoren auf
die Zellzahl bestatigt (Abb. 3.8). Nach 24 h bestanden keine signifikanten Unterschiede
der Zellzahl nach Behandlung mit 0.001 pM bis 0.05 pM BZ und 0.01 pM bis 0.5 pM ONX
im Vergleich zur Leerkontrolle. Nach BZ-Behandlung fiir 48 h sank die Zellzahl bei einer
Konzentration von 0.01 uM und erreichte das Minimum von 7.5 % der Leerkontrolle bei
einer Konzentration von 0.05pM. Dieser Effekt war bei ONX in den gleichen
Konzentrationen nicht beobachtbar. Erst nach der Behandlung mit 0.5 uM ONX fiir 48 h
fiel die Zellzahl auf 5.7 % der Leerkontrolle.

Neuronenzahlnach 24 h Behandlung Neuronenzahlnach 48 h Behandlung
150 T i 150 1
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Abb. 3.8: Quantifizierung MAP2-positiver Neurone nach Behandlung mit BZ und ONX.
Graphische Darstellung der Neuronenzahl bezogen auf die Leerkontrolle nach Behandlung mit
BZ und ONX fiir 24 h und 48 h. Wie bereits mikroskopisch ersichtlich, zeigten BZ und ONX
konzentrationsabhangig unterschiedliche Effekte auf die Zellzahl.

Nach 24 h bewirkte eine Behandlung mit beiden Pharmaka keine Veranderung der Zellzahl.
Nach 48 h zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen BZ und ONX nach Behandlung mit
den Konzentrationen 0.01 uM und 0.05 uM. (Daten dargestellt als Mittelwert + Standardfehler,
2-3 unabhdngige Experimente, 40 technische Replikate je Kondition, One-way-ANOVA,
*p=0.0223, ***p<0.0001)

Es liefs sich eine toxische Wirkung von BZ im Sinne einer Zellzahlreduktion bereits bei
einer Konzentration von 0.01 pM nachweisen. ONX fiihrte im Vergleich dazu erst bei
0.5uM zu einer Verminderung der Neuronenzahl. Die signifikanten Unterschiede
zwischen BZ und ONX in den Konzentrationen 0.01 uM und 0.05 puM bewiesen eine

geringere Neurotoxizitat von ONX.
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3.6. Dosis-Wirkungs-Analyse

Durch Dosis-Wirkungs-Analysen ist es moglich, die akute Toxizitdt eines Stoffes zu
charakterisieren (Hodgson 2004, S. 217). Indem Organismen dem Stoff in verschiedenen
Konzentrationen ausgesetzt werden, lasst sich die Dosis-Wirkungs-Beziehung in
logarithmischer Auftragung grafisch darstellen. Aus der Kurve ist die LCso die Dosis,
welche bei 50 % der exponierten Organismen zum Tod fiihrt, ermittelbar (Hodgson
2004, S. 4). Aufgrund des eindeutigen Effekts (siehe Abb. 3.7 und Abb. 3.8) von BZ und
ONX auf die Zellzahl in der Immunzytochemie wurde die Korrelation zwischen Dosis
und Zellzahlminderung erfasst und die Dosis-Wirkungs-Beziehung graphisch dargestellt
(Abb. 3.9).

Hierbei zeigten sich unterschiedliche Charakteristiken der beiden Pharmaka. Die Kurve
nach BZ-Behandlung ist zu geringeren Konzentrationen verschoben. Bei der geringsten
Konzentration (0.001 pM) liegt das erste Kurvensegment auf dem Ausgangsniveau der
Leerkontrolle. Der Kurvenabfall beginnt zwischen den getesteten Konzentrationen
0.001 pM und 0.005 pM. Der Abfall ist im Vergleich zu ONX weniger steil. Die LCso liegt
bei ~0,0073 uM. Bei einer Konzentration zwischen 0.01 uM und 0.5 puM flacht die Kurve
ab. Der Verlauf der Kurve nach ONX-Behandlung ist zu hoheren Konzentrationen
verschoben. Das erste Segment bleibt noch bei den Konzentrationen 0.01 uM und
0.05 uM auf dem Ausgangsniveau. Erst zwischen Konzentrationen von 0.05 pM und
0.1 uM fallt die Kurve sehr steil ab. Die LCso liegt bei ~0,1212 puM. Die Abflachung tritt
erst kurz vor der letzten getesteten Konzentration (0.5 uM) ein. Die LCso von BZ liegt
zwischen den beiden mittleren getesteten Dosierungen und ist mit 0.0073 pM geringer
als die LCso von ONX. Der steile Abfall der Dosis-Wirkungs-Kurve von ONX wird durch
die Lage der LCso zwischen den beiden hdchsten getesteten Konzentrationen fiir diesen
Wirkstoff, 0.1 uM und 0.5 pM, bedingt.

Die graphische Auftragung der Zellzahl in einer Dosis-Wirkungs-Kurve konnte die
Toxizitdt von sowohl BZ als auch ONX auf die Zellkultur verdeutlichen. BZ fiihrte jedoch
im Vergleich mit ONX bereits in deutlich geringeren Konzentrationen zu einer
Verringerung der Neuronenzahl (Abb. 3.7, Abb. 3.8). Dies ergidnzt die vorherige
Beobachtung einer stirkeren Schadigung von Neuronen durch BZ als durch ONX,
sichtbar an den morphologischen Veranderungen (Abb. 3.2, Abb. 3.3, Abb. 3.4, Abb. 3.6).
In Zusammenfassung der Ergebnisse ist das Uberleben der kortikalen Primérkultur bei

vergleichbaren Konzentrationen durch ONX weniger stark beeintrachtigt als durch BZ.
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Zellzahlreduktion nach 48 h Behandlung
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Abb. 3.9: Toxizititscharakteristika von BZ und ONX in der Dosis-Wirkungs-Kurve.

Graphische Darstellung der Dosis-Wirkungs-Beziehung von BZ und ONX nach 48 h Behandlung
in Bezug auf die Zellzahl. Sichtbar sind unterschiedliche Verlaufe der Kurven von BZ und ONX.
Die Kurve von BZ ist zu niedrigen Konzentrationen verschoben, die LCso betragt 0.0073 puM. Die
Kurve von ONX ist zu héheren Konzentrationen verschoben, der Abfall ist steiler und die LCso
betragt 0.1212 pM. (Daten dargestellt als Mittelwert + Standardfehler, 2-3 unabhingige
Experimente, 40 technische Replikate je Kondition, Transposition und inhibitor-response-

Analyse mit nonlinear-fit)

Um jedoch nicht nur das generelle Uberleben der Zellkultur nach Proteasom- bzw.
Immunoproteasom-Inhibition zu untersuchen, erfolgte auch die Analyse der Zellvitalitat
durch Quantifizierung synaptischer Dornen (3.7) sowie wichtiger Proteine der

Zellhomoostase (3.8).
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3.7. Quantitdit synaptischer Dornen

Die interzellulire Ubertragung von Signalen in kortikalen Zellen ist abhingig von
Qualitdt und Quantitat der Synapsen. Sind diese beeintrachtigt, kommt es zu Stérungen
der zellulairen Kommunikation und Plastizitat. Um Unterschiede des Effekts von BZ und
ONX auf die synaptische Funktion herauszustellen, wurden synaptische Dornen von
Neuronen gezahlt und quantifiziert. Hierfiir ist die Signalerfassung des prasynaptischen
Vesikelproteins Synaptophysin ein anerkanntes Verfahren (Wiedenmann und Franke
1985, Calhoun et al. 1996). Um die Analyse vitaler Zellen sicherzustellen, wurde fiir den
direkten Vergleich beider Pharmaka nur die getestete Konzentration 0.01 pM
bertiicksichtigt (Abb. 3.4). Auch wurde nur eine Behandlungsdauer von 48 h untersucht,
da zu diesem Zeitpunkt bereits in vorherigen Untersuchungen eindeutige Ergebnisse
erzielt werden konnten.

Zusatzlich zu den bereits festgestellten Strukturveranderungen der Dendriten (Abb.
3.6), konnte nach Behandlung mit BZ auch eine Verdnderung der Synapsendichte
beobachtet werden. Die Behandlung mit BZ in der Konzentration 0.01 pM fiihrte nach
48 h sichtbar zur Reduktion des Synaptophysinsignals als Korrelat zur Anzahl
synaptischer Dornen (Abb. 3.10). ONX schien in den untersuchten Konzentrationen
keinen Einfluss auf die Qualitdt von Synaptophysin zu haben.

Dieser Eindruck konnte quantitativ bestatigt werden. Nach Behandlung der neuronalen
Zellen fiir 48h bestand ein signifikanter Unterschied zwischen BZ und ONX bei jeweils
0.01 pM (Abb. 3.11). Des Weiteren zeigte sich eine ebenfalls reduzierte Synapsenzahl
durch BZ-Behandlung im Vergleich zur Leerkontrolle. Im Gegensatz dazu waren
zwischen der Synapsenzahl nach Behandlung mit ONX und der Leerkontrolle keine

signifikanten Unterschiede feststellbar.
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48 h Behandlung

Bortezomib ONX-0914

0.001 uM
Leerkontrolle

0.01 uM
0.01 uM

0.1 uM

Abb. 3.10: Verminderung des Synaptophysinsignals durch Behandlung mit BZ.

Ausschnitte MAP2- und Synaptophysin-gefarbter Dendriten. Mikroskopisch war ein Verlust
synaptischer Dornen nach Gabe von 0.01 pM BZ zu erkennen. Bei Behandlung mit ONX trat
dieser Effekt in den untersuchten Konzentrationen 0.01 puM und 0.1 uM nicht ein. Mafdstab

10 um.
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Synaptophysin-Signal nach 48h Behandlung
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Abb. 3.11: Quantifizierung von Synaptophysin nach Behandlung mit BZ und ONX fiir 48 h.
Die Zellkultur wurde an DIV 14 mit jeweils 0.01 pM BZ und ONX fiir 48 h behandelt. Nach
Immunfluoreszenzfarbung erfolgte die Quantifizierung der synaptischen Dornen mit dem Plugin
punctae analyzer in Image]. Die Graphik zeigt die unterschiedliche Quantitit des
Synaptophysinsignals nach BZ-Gabe im Vergleich zu ONX. Bei jeweils 0.01 pM bestand ein
signifikanter Unterschied. Die Synapsenzahl war nach BZ-Behandlung auch im Vergleich zur
Kontrolle signifikant vermindert (##). (Daten dargestellt als Mittelwert + Standardfehler, 2-3
unabhangige Experimente, 16 technische Replikate je Kondition, t-Test nach Student, **p=0.003,
##p=0.0063)
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3.8. Beeinflussung der Proteinhomaoostase

In dieser Arbeit wurde der Effekt von BZ und ONX auf ausgesuchte Signal-, Effektor-und
Strukturproteine untersucht, um einen globalen Uberblick iiber ihre Wirkung auf die
Proteinhomdostase kortikaler Primdrkulturen zu erhalten. Mittels Western Blot konnten
bei einigen Proteinen Veranderungen der Signalintensitdt der Banden nach Behandlung
mit BZ und ONX nachgewiesen werden (Abb. 3.12). Nach 24 h zeigten phospho-NFKB,
CREB und phospho-CREB eine verminderte Intensitdt nach Behandlung mit BZ in den
Konzentrationen 0.01 pM und 0.1 pM, sowie bei 0.5 pM ONX. Eine dhnliche Tendenz
zeigte sich bei den Proteinbanden des AMPA-Rezeptors. Der Apoptosemarker Caspase 3
wies eine leicht erhohte Intensitat nach 0.01 pM und 0.1 uM BZ auf (Abb. 3.12). Zu
diesem Zeitpunkt erschienen die Banden der anderen untersuchten Proteine nicht
beeinflusst zu sein. Die verlangerte Behandlungszeit von 48 h fiihrte zur Verstarkung
dieser beobachteten Effekte. Es konnten deutlich verminderte Intensititen von
phospho-NFkB, CREB und phospho-CREB nach Behandlung mit 0.01 uM BZ, 0.1 uM BZ
und 0.5 pM ONX detektiert werden. Auch zeigten AMPAR und GFAP verminderte
Intensitdten in diesen Konzentrationen (Abb. 3.12). Eine Verdnderung der Signale von
Alpha 6, B-Aktin, Synaptophysin und Iba 1 war qualitativ nicht eindeutig zu erkennen,
jedoch auch nicht sicher auszuschliefien. Eindeutig waren erneut gesteigerte Level von
Caspase 3 durch BZ in den Konzentrationen 0.01 uM und 0.1 uM nachzuweisen.

Um diese qualitativen Beobachtungen zu bestitigen und auch geringere
Signalveranderungen zu erfassen, erfolgte die quantitative Analyse der Proteinbanden

des Western Blots.
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Abb. 3.12: Verdnderte Proteinexpression nach Behandlung mit BZ und ONX.

Reprasentative Ausschnitte von WB-Banden nach Proteindetektion. Erkennbar sind
unterschiedliche Effekte von BZ und ONX auf die Level bestimmter Proteine in Abhangigkeit von
Behandlungszeit und Konzentration. Besonders stark beeinflusst sind NFkB, CREB, phospho-
CREB und Caspase 3.
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Da BZ als bekannter Suppressor von NFKB gilt (Hideshima et al. 2001), wurde
vergleichend die Expression von phosphoryliertem NFKB (p65-Doméane) nach
Behandlung mit BZ und ONX untersucht. Durch BZ-Behandlung konnte nach 24 h bei
Konzentrationen von 0.01 uM und 0.1 pM sowie durch 0.5 pM ONX eine Reduktion von
phospho-NFKB beobachtet werden. Geringere Konzentrationen der jeweiligen Agenzien
hatten in dieser Behandlungszeit keinen Einfluss auf den Grad der Phosphorylierung
von p65. Nach 48 h BZ-Behandlung bei der Konzentration 0.1 pM und durch 0.5 pM ONX
lag eine Signalreduktion vor (Abb. 3.13). Im Kontrast dazu zeigte sich ein Anstieg von
p65 im Vergleich zur Kontrolle bei geringen Konzentrationen von BZ (0.001 pM und
0.01 puM) und ONX (0.01 pM und 0.1 pM). Die Behandlung mit BZ fiihrte in geringeren
Konzentrationen als ONX zu einer Verringerung von phosphoryliertem NFkB, wahrend
nach ONX-Behandlung in geringen Konzentrationen eher eine Zunahme von phospho-
NF&B beobachtbar war. In den jeweils hochsten Konzentrationen bewirkten beide

Pharmaka jedoch eine Reduktion der Phosphorylierung von p65.
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Abb. 3.13: Quantifizierung des Proteinlevels von phospho-NFKB nach Behandlung mit BZ
und ONX.

Graphische Darstellung der Signalintensititen der Proteinbanden des WB nach
Grauwertanalyse. Nach 24 h war bereits eine Signalreduktion durch BZ mit steigender
Konzentration zu erkennen. ONX verminderte das Proteinlevel erst bei 0.5 uM. Nach 48 h kam es
eher zu einer Steigerung des Proteinlevels von phospho-NF&B im Vergleich zur Leerkontrolle.
Nur bei 0.1 pM BZ und 0.5 uM ONX sank das Signal unter 100%. Zu beiden Zeitpunkten
bestanden signifikante Unterschiede zwischen BZ und ONX in der jeweiligen Konzentration
0.1 uM. (t-test nach Student zwischen gleichen Konzentrationen, *: p<0.05, **: p<0.01, ***:
p<0.001, ****: p<0.0001).
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Der Transkriptionsfaktor CREB spielt eine grofde Rolle bei Plastizitat, Differenzierung
und Zelliiberleben in neuronalen Geweben (Lonze und Ginty 2002). Die CREB-
Signalkaskade kann tiber das Prinzip der Phosphorylierung modifiziert werden.

Nach 24 h war, nach BZ-Behandlung deutlich sowie nach ONX-Behandlung mit leichter
Tendenz, eine dosisabhidngige Verminderung der Proteinlevel von CREB im Vergleich
zur Leerkontrolle sichtbar (Abb. 3.14). Nach 48 h zeigte sich dieser Effekt verstarkt. Die
Proteinexpression von CREB war bereits bei 0.01 pM und 0.1 uM BZ stark vermindert.
Im Vergleich dazu bewirkte ONX erst bei 0.1 uM eine leichte und bei 0.5 pM eine starke
Reduktion der CREB-Expression. In dieser Behandlungszeit kam es in den jeweils
geringsten getesteten Konzentrationen beider Pharmaka zu einer leichten
Expressionssteigerung von CREB. Die BZ-Behandlung bewirkte nach 24 h in der
Konzentration 0.1 uM und nach 48 h in den Konzentrationen 0.01 uM und 0.1 uM eine
signifikante Reduktion der Expression von CREB im Vergleich zu ONX.

Nach 24 h fiihrte die BZ-Behandlung ebenfalls zu einer Reduktion von phosphoryliertem
CREB mit steigender Dosierung, wahrend die Gabe von ONX fiir diese Behandlungszeit
keinen eindeutigen Effekt bewirkte. Nach 48 h war die Phosphorylierung von CREB
jedoch deutlich beeintrachtigt. BZ fiihrte schon bei 0.01 pM zu einer starken
Signalminderung, wahrend ONX erst bei 0.5 uM einen reduzierenden Effekt hatte.
Analog zur Analyse von CREB zeigte sich eine signifikant verminderte Phosphorylierung
von CREB durch BZ nach 24 h in der Konzentration 0.1 pM und nach 48 h in den
Konzentrationen 0.01 uM und 01 uM im Vergleich zu ONX (Abb. 3.15).

Die Proteasom-Inhibition und die Immunoproteasom-Inhibition schienen gleichwertige
Effekte auf die Expression von CREB und den Grad seiner Phosphorylierung
aufzuweisen, jedoch fithrte die Behandlung mit BZ in geringeren Konzentrationen als

ONX zu einer verminderten Expression und Phosphorylierung von CREB.
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Abb. 3.14: Quantifizierung des Proteinlevels von CREB nach Behandlung mit BZ und ONX.
Graphische Darstellung der Signalintensititen der Proteinbanden des WB nach
Grauwertanalyse. Nach 24 h war eine Signalreduktion durch BZ mit steigender Konzentration zu
beobachten. Die ONX-Behandlung wies eine dhnliche, aber weniger ausgeprigte Tendenz auf.
Nach 48 h kam es zu einer Steigerung des Proteinlevels tiber 100 % bei 0.001 uM BZ und 0.01
UM ONX. Die Gabe hoherer Konzentrationen beider Pharmaka fiihrte jedoch zu einer Reduktion
der CREB-Expression, wobei BZ im Vergleich zu ONX einen stiarkeren Effekt aufwies. Signifikante
Unterschiede konnten zwischen BZ und ONX in der jeweiligen Konzentration 0.1 pM zu beiden
Zeitpunkten und 0.01 uM nach 48 h festgestellt werden. (t-test nach Student zwischen gleichen
Konzentrationen, *: p<0.05, **: p<0.01, ***: p<0.001, ****: p<0.0001).
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Abb. 3.15: Quantifizierung des Proteinlevels von phospho-CREB nach Behandlung mit BZ
und ONX.

Graphische Darstellung der Signalintensititen der Proteinbanden des WB nach
Grauwertanalyse. Nach 24 h zeigte die Behandlung mit BZ eine Signalreduktion in den
Konzentrationen 0.01 pM und 0.1 pM. Die ONX-Gabe fiihrte bei 0.1 pM zu Keiner
Signalverdanderung im Vergleich zur Leerkontrolle, wiahrend sich die Proteinlevel nach 0.01 pM
und 0.5 pM ONX auf einem niedrigen Niveau befanden. Nach 48 h kam es zur massiven
Signalreduktion bei 0.01 uM und 0.1 uM BZ, wiahrend ONX erst bei 0.5 pM zu einer Abnahme des
Proteinlevels fiihrte. Signifikante Unterschiede konnten zwischen BZ und ONX in der jeweiligen
Konzentration 0.1 puM zu beiden Zeitpunkten und 0.01 pM nach 48 h festgestellt werden. (t-test
nach Student zwischen gleichen Konzentrationen, *: p<0.05, **: p<0.01, ***: p<0.001,

%k <0.0001).
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In dieser Arbeit wurde das Vorkommen und die Veranderung der Expression von
Caspase 3 nach Behandlung mit BZ und ONX im Western Blot untersucht um Apoptose
proteinbiochemisch nachzuweisen. Nach BZ-Behandlung fir 24 h in den
Konzentrationen 0.01 pM und 0.1 pM und nach ONX-Gabe in der Konzentration 0.5 uM
konnte eine Verdopplung der Proteinexpression beobachtet werden. Dieser Effekt
wurde durch 48 h Behandlungszeit verstirkt. Nach BZ-Gabe in der Konzentration
0.01 pM stieg die Expression um das 4-fache und etwas geringer bei der Konzentration
0.1 upM an. Nach Behandlung mit ONX fiir die gleiche Zeitspanne konnte bei der
Konzentration 0.5 pM eine deutliche Steigerung gesehen werden. Signifikante
Unterschiede der Proteinexpressionslevel von Caspase 3 fanden sich zwischen BZ und
ONX nach 48 h Behandlung mit der Konzentration 0.01 pM und 0.1 pM (Abb. 3.16).
Generell war ersichtlich, dass durch BZ die Proteinexpression von Caspase 3 schon in
geringeren Konzentration und mit stiarkerer Wirkung gesteigert wurde (Abb. 3.12).
Nach ONX-Behandlung trat dieser Effekt weniger stark und erst in der hdéchsten

angewandten Konzentration auf.
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Abb. 3.16: Quantifizierung des Proteinlevels von Caspase 3 nach Behandlung mit BZ und
ONX.

Graphische Darstellung der Signalintensititen der Proteinbanden des WB nach
Grauwertanalyse. Bereits nach 24 h kam es bei 0.01 pM und 0.1 uM BZ zu einer deutlichen
Steigerung des Proteinlevels. Dieser Effekt trat bei ONX-Behandlung erst bei 0.5 uM ein. Nach 48
h kam es bereits bei 0.01 uM BZ zu einer liber viereinhalbfachen Signalzunahme. ONX fiihrte mit
steigender Konzentration ebenfalls zu erhdhten Proteinleveln von Caspase 3, erreichte jedoch in
seiner hochsten Konzentration nur eine dreifache Signalzunahme. In den niedrigsten
Konzentrationen (0.001 puM BZ und 0.01 pM ONX) hielten sich die Proteinlevel zu beiden
Zeitpunkten auf dem Niveau der Leerkontrolle. Signifikante Unterschiede konnten zwischen BZ
und ONX in den jeweiligen Konzentrationen 0.1 pM und 0.01 pM zu beiden Zeitpunkten
festgestellt werden. (t-test nach Student zwischen gleichen Konzentrationen, *: p<0.05, **:

p<0.01, ***: p<0.001, ****: p<0.0001).
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Um den Einfluss der Inhibitoren auf den Proteinkomplex des Proteasoms bzw.
Immunoproteasoms zu untersuchen, wurden Western Blots mit dem gegen die a6-
Untereinheit gerichteten PSMA6-Antikorper durchgefiihrt.

Nach 24 h Behandlungszeit war mit steigender Konzentration von BZ und ONX eine
Tendenz zur Signalabnahme zu erkennen. Es gab jedoch keine signifikanten
Unterschiede zwischen den beiden Pharmaka und die Signalstdrken lagen jederzeit liber
dem Niveau der Kontrolle. Eine Behandlung fiir 48 h zeigte einen dhnlichen Verlauf wie
bereits nach 24 h beobachtet (Abb. 3.17). Die Behandlung mit BZ fiihrte in den
Konzentrationen 0.01 pM und 0.1 uM zu einem verringerten Proteinlevel als ONX bei
gleichen Konzentrationen. Nach ONX-Behandlung mit den Konzentrationen 0.01 uM und
0.1 pM lag die Proteinexpression auf einem hoheren Ausgangsniveau von knapp 150 %
und sank erst bei der Konzentration 0.5 pM. Auch nach 48 h lag die Proteinexpression
von a6 bei keiner Kondition unterhalb der Leerkontrolle (Abb. 3.17).

Es konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen BZ und ONX beobachtet werden,

wobei BZ nach 48 h die Proteinexpression von a6 starker zu vermindern schien als ONX.
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Abb. 3.17: Quantifizierung des Proteinlevels von a6 nach Behandlung mit BZ und ONX.

Graphische Darstellung der Signalintensititen der Proteinbanden des WB nach
Grauwertanalyse. Nach 24 h liefd sich ein leichter Trend der Signalabnahme mit steigender
Konzentration von BZ und ONX erkennen, wobei bei geringen Konzentrationen beider
Inhibitoren ein hoheres Ausgangslevel der Proteinexpression bestand. Nach 48 h zeigten sich die
Proteinlevel nach BZ-Behandlung kaum verdndert. ONX fiihrte in seinen beiden geringeren
Konzentrationen zu einer Signalsteigerung. Die Behandlung, weder mit BZ noch mit ONX, lief3
die Proteinlevel nie unterhalb 100% sinken. Signifikante Unterschiede zwischen BZ und ONX
wurden nicht festgestellt. (t-test nach Student zwischen gleichen Konzentrationen, *: p<0.05, **:

p<0.01, ***: p<0.001, ****: p<0.0001).

Um Verdnderungen des Zytoskeletts nach Behandlung mit BZ und ONX erfassen zu
konnen, wurde (-Aktin im Western Blot quantifiziert. Keiner der Inhibitoren hatte nach
24 h einen signifikanten Einfluss auf die Proteinexpression von [-Aktin (Abb. 3.18).
Wahrend das Signal nach ONX-Gabe tiber 48 h nie unterhalb der Intensitit der
Leerkontrolle lag, kam es nach BZ-Gabe in den Konzentrationen 0.01 pM und 0.1 pM zu

einer signifikanten Verminderung der Proteinexpression.
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Abb. 3.18: Quantifizierung des Proteinlevels von B-Aktin nach Behandlung mit BZ und
ONX.

Graphische Darstellung der Signalintensititen der Proteinbanden des WB nach
Grauwertanalyse. Nach 24 h zeigte sich kein Effekt der Pharmaka auf die Proteinlevel. Nach 48 h
kam es jedoch zu einer Signalabnahme bei hohen Konzentrationen im Vergleich zur niedrigsten
Konzentration des jeweiligen Inhibitors, da in den jeweils niedrigsten Konzentrationen die
Proteinlevel leicht gesteigert waren. Im Vergleich zur Leerkontrolle verringerte
Signalintensititen liefRen sich nur bei 0.01 pM und 0.1 pM BZ feststellen. Signifikante
Unterschiede konnten zwischen BZ und ONX in den jeweiligen Konzentrationen 0.1 uM und
0.01 uM nach 48 h nachgewiesen werden. (t-test nach Student zwischen gleichen

Konzentrationen, *: p<0.05, **: p<0.01, ***: p<0.001, ****: p<0.0001).

Durch die proteinbiochemische Analyse der Synaptophysin-Level wurde versucht, die in
der Immunfarbung beobachtete Synapsenreduktion zu bestdtigen. Nach 24 h lief sich
kein Effekt der Behandlungen auf die Expressionslevel von Synaptophysin erkennen. Die
Proteinexpression von AMPAR, ein postsynaptischer Neurotransmitter-Rezeptor, lag
nach 24 h bei jeder Kondition unterhalb der Kontrolle und erschien dosisabhingig
vermindert zu sein (Abb. 3.19). Nach Behandlung iiber 48 h differierten die
Proteinexpressionen bei den Konzentrationen 0.01 pM und 0.1 uM deutlich
voneinander, sowohl bei Synaptophysin (Abb. 3.20) als auch bei AMPAR. In diesen
Konzentrationen fiihrte BZ im Gegensatz zu ONX zu einer Verminderung der
Proteinexpression (Abb. 3.12). ONX reduzierte die Proteinquantitit von Synaptophysin
erst in seiner hoéchsten Konzentration von 0.5 uM leicht unterhalb des Niveaus der

Leerkontrolle.
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Abb. 3.19: Quantifizierung des Proteinlevels von AMPA-Rezeptor nach Behandlung mit BZ
und ONX.

Graphische Darstellung der Signalintensititen der Proteinbanden des WB nach
Grauwertanalyse. Nach 24 h kam es mit steigender Konzentration beider Inhibitoren zu einer
leichten Signalabnahme bis unterhalb des Niveaus der Leerkontrolle. Nach 48 h verminderten
0.01 uM und 0.1 pM BZ das Signal deutlich. ONX wies erst bei 0.5 uM einen dhnlichen Effekt auf.
Signifikante Unterschiede konnten zwischen BZ und ONX in den jeweiligen Konzentrationen
0.1 uM und 0.01 uM nach 48 h festgestellt werden. (t-test nach Student zwischen gleichen
Konzentrationen, *: p<0.05, **: p<0.01, ***: p<0.001, ****: p<0.0001).
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Abb. 3.20: Quantifizierung des Proteinlevels von Synaptophysin nach Behandlung mit BZ
und ONX.

Graphische Darstellung der Signalintensititen der Proteinbanden des WB nach
Grauwertanalyse. Nach 24 h hatten die Inhibitoren keinen erkennbaren Einfluss auf die
Proteinlevel von Synaptophysin. Nach 48 h sanken die Proteinlevel nach Behandlung mit
0.01 uM und 0.1 uM BZ. ONX bewirkte keine Signalabnahme im Vergleich zur Leerkontrolle.
Signifikante Unterschiede konnten zwischen BZ und ONX in den jeweiligen Konzentrationen
0.1 uM und 0.01 pM nach 48 h festgestellt werden. (t-test nach Student zwischen gleichen
Konzentrationen, *: p<0.05, **: p<0.01, ***: p<0.001, ****: p<0.0001).

Im Western Blot wurden zur quantitativen Beurteilung der Gliazellen in der Ko-Kultur
die Proteine Iba 1, ein Mikroglia-Marker, und GFAP, ein zellspezifisches Protein von
Astrozyten, analysiert. Das Iba 1-Signal wurde durch beide Inhibitoren weder nach 24 h
noch nach 48 h Behandlung signifikant alteriert (Abb.3.21). Die Expressionslevel von
GFAP zeigten mit steigender Konzentration von BZ nach 24 h einen leichten
Abwartstrend. Im Gegensatz dazu trat eine Signalerhéhung von bis zu 150 % der
Kontrolle bei Behandlung mit ONX in den Konzentrationen 0.1 pM und 0.5 pM auf (Abb.
3.22). Nach Behandlung mit BZ fiir 48 h in den Konzentrationen 0.01 pM und 0.1 pM
sanken die Proteinlevel deutlich (Abb. 3.12). Bei ONX-Behandlung zeigte sich das Signal
in den gleichen Konzentrationen kaum beeinflusst und in der Konzentration 0.5 pM
vermindert. Verglichen mit ONX fiihrte BZ zu einer signifikanten Beeintrachtigung der
GFAP-Proteinexpression in geringeren Konzentrationen (Abb. 3.22). Die Behandlung mit
ONX schien nach 24 h die Expression von GFAP sogar zu steigern und fiihrte erst nach

48 h in hochster Konzentration zur Signalminderung.
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Abb. 3.21: Quantifizierung des Proteinlevels von Iba 1 nach Behandlung mit BZ und ONX.
Graphische Darstellung der Signalintensititen der Proteinbanden des WB nach
Grauwertanalyse. Nach 24 h schien die Gabe von 0.1 uM BZ zu einer leichten Signalminderung zu
fiihren. Im Gegensatz dazu schien ONX in seinen beiden héheren Konzentrationen eher eine
leichte Signalsteigerung zu bewirken. Nach 48 h waren kaum Abweichung der Proteinlevel von
der Leerkontrolle zu erkennen. Es zeigte sich eine Steigerung bei 0.5 uM ONX. Es konnten keine
signifikanten Unterschiede zwischen BZ und ONX festgestellt werden. (t-test nach Student
zwischen gleichen Konzentrationen, *: p<0.05, **: p<0.01, ***: p<0.001, ****: p<0.0001).
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Abb. 3.22: Quantifizierung des Proteinlevels von GFAP nach Behandlung mit BZ und ONX.

Graphische Darstellung der Signalintensititen der Proteinbanden des WB nach
Grauwertanalyse. Nach 24 h zeigte die BZ-Gabe mit steigender Konzentration eine leichte
Signalabnahme. Die Proteinlevel nach Gabe von ONX verhielten sich dazu gegensatzlich. Bei
0.1 pM und 0.5 uM kam es zu einer starken Zunahme des Proteinlevels von GFAP. Nach 48 h
wurde eine Reduktion des Proteinlevels mit steigender Konzentration von BZ deutlich. ONX
fiihrte in der Konzentration 0.1 pM erneut zu einer Signalzunahme. Bei 0.5 pM ONX sank jedoch
das Proteinlevel auf eine dhnliches Niveau wie nach 0.1 uM BZ ab. Signifikante Unterschiede
konnten zwischen BZ und ONX in den jeweiligen Konzentrationen 0.1 pM und 0.01 uM nach 48 h
festgestellt werden. (t-test nach Student zwischen gleichen Konzentrationen, *: p<0.05, **:

p<0.01, ***: p<0.001, ****: p<0.0001).
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3.9. Phosphorylierung von CREB zu phospho-CREB

Die Phosphorylierung ist ein vielfach vorkommendes Prinzip der zelluliren
Modifizierung von Signalkaskaden. Die Untersuchung des Verhaltnisses von CREB zur
seiner phosphorylierten Form ldsst Riickschliisse auf die Regulation der CREB-
Signalkaskade durch die verwendeten Inhibitoren zu.

Nach 24 h zeigte sich eine vermehrte Phosphorylierung von CREB bei 0.1 uM nach der
Applikation beider Inhibitoren, sowie nach 48 h bei 0.01 uM BZ und 0.1 pM ONX. Diese
war jedoch nicht signifikant. Eine verringerte Phosphorylierung schien nach 24 h bei
0.01 uM BZ sowie nach 48 h bei 0.001 uM BZ, 0.01 uM ONX (#), 0.1 uM BZ und 0.5 pM
ONX vorzuliegen (Abb. 3.23).
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Abb. 3.23: Verhiltnis der Expression von CREB zu phosphoryliertem CREB nach
Behandlung mit BZ und ONX fiir 24 h und 48 h.

Zur Bestimmung des Verhaltnisses von phospho-CREB zu CREB wurden die Signale des Western
Blot innerhalb eines Experiments gemittelt und anschliefend die Ratio von phospho-CREB zu
CREB auf die Leerkontrolle normiert. Nach 48 h schien durch Behandlung mit ONX in der
Konzentration 0.01 pM die Phosphorylierung vermindert. (Daten dargestellt als Mittelwert *
Standardfehler, 3 wunabhingige Experimente, 2-3 technische Replikate je Kondition,
Einstichproben t-Test gegen hypothetischen Wert 1, # p=0.0499)
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4. Diskussion

In dieser Arbeit wurde die Neurotoxizitit des spezifischen Immunoproteasom-
Inhibitors ONX im Vergleich mit BZ auf Zellvitalitit, Zellmorphologie und
Proteinhomdostase in neuronalen Primarkulturen der Ratte untersucht.

Die Hauptergebnisse dieser Analysen sind: (i) BZ und ONX haben einen unterschiedlich
starken Einfluss auf das Uberleben neuronaler Zellen in vitro, hierbei sind toxische
Effekte konzentrations-und zeitabhangig, (ii) die LCso von BZ ist geringer als von ONX,
(iii) BZ vermindert die Synapsendichte im Vergleich zu ONX und (iv) BZ und ONX

alterieren die Proteinexpression neuronaler Primarkulturen in unterschiedlichem Maf3e.

4.1. Behandlung kortikaler Primdrkulturen der Ratte und ihre Verwendung als
Modellorganismus

Das Chemotherapeutikum BZ fiihrt als dosislimitierende Nebenwirkung zur peripheren
Neuropathie (Richardson et al. 2006). Der selektive Immunoproteasom-Inhibitor ONX
ist ein vielversprechendes Therapeutikum in der Therapie von Erkrankungen
inflammatorischer und autoimmuner Genese (Miller et al. 2013). Er wurde jedoch bisher
nicht auf sein neurotoxisches Potenzial untersucht.

Als Modellorganismus dienten die kortikale Primarkulturen der Ratte (Brewer und Price
1996). Das Zellalter DIV 14 galt als optimaler Kompromiss zwischen kurzer
Kultivierungszeit und ausreichender Zellentwicklung mit ausdifferenzierten neuronalen
Prozessen und synaptischen Kontakten. Das Kultursystem erlaubte daher eine schnelle
Untersuchung des zelluliren Uberlebens und der Proteinhoméostase in neuronalen
Zellen in vitro.

Da die Regeneration im ZNS langsamer vonstattengeht als im PNS (Siegel 2006, S. 118),
ermoglichte uns die Verwendung der kortikalen Primarkultur einen unmittelbaren
Eindruck der schadigenden Einfliissen der Chemotherapeutika. Auch konnte in der
Vergangenheit gezeigt werden, dass BZ nicht nur auf das PNS, sondern auch auf das
Riickenmarkes als Teil des ZNS toxisch wirkt (Joh et al. 2009, Carozzi et al. 2013). Bei
Krankheiten, in denen die Blut-Hirn-Schranke beeintrachtigt ist, z.B. Multiple Sklerose,
konnen auch peripher wirkende Chemotherapeutika in das ZNS gelangen (Ortiz et al.

2014). Ihre toxische Wirkung auf neuronale Zellen sollte daher charakterisiert sein. Die
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meisten Ergebnisse, die bisher bei der Untersuchung der BZ-induzierten PN erzielt
werden konnten, stiitzen sich auf Untersuchungen in neuronalen Zelllinien, kaum auf in-
vitro-Studien mit Primarkulturen (Ale et al. 2014).

Die verwendeten Konzentrationen fiir BZ (0.0001 uM bis 0.1 pM) und ONX (0.01 pM bis
0.5 pM) wurden in Pilotversuchen ermittelt. Hier zeigten sich bei der Testung von
Konzentrationen von 0.1 uM bis 2 pM bereits gravierende Unterschiede zwischen beiden
Pharmaka. Nach Behandlung mit BZ fiir 48h kam es in jeder dieser Konzentrationen zum
vollstandigen Zelltod. Um die NOAEL und LOAEL von BZ festlegen zu konnen, wurde BZ
daher in allen Experimenten in geringeren Konzentrationen verwendet. Eine Anpassung
der Testkonzentrationen von ONX war ebenfalls notig, jedoch in geringerem Maf3e.

Die deutlichen Unterschiede in der Toxizitdt der einzelnen Konzentrationen sprechen
fir eine prazise Durchfiihrung der Experimente in diesem Kultursystem. Das
verwendete Losungsmittel DMSO konnte ebenfalls als neurotoxischer Ausloser
ausgeschlossen werden, da im WB kein Unterschied der Proteinexpression zwischen mit
DMSO behandelten Zellen und der Leerkontrolle festgestellt wurde. Toxische Effekte der
Inhibitoren sind daher mit grofder Sicherheit auf ihre spezifische Wirkweise
zuruckzufiihren.

Zum Ausgleich des intraexperimentellen Fehlers wurden im WB technische Replikate
durchgefiihrt und es erfolgten vielfache Aufnahmen von Neuronen eines Objekttragers
in der konfokalen Mikroskopie. Hohe Signifikanzniveaus in der statistischen Auswertung
zeigen, dass eine Erhohung der Anzahl der unabhdngigen Experimente Kkeine
Verbesserung der Signifikanz bewirken wiirde. Auch wurde sich fiir die Western-Blot-
Analyse zweier unterschiedlicher Kultursysteme bedient, die unabhingig voneinander
die gleichen Ergebnisse zeigten. Eine Beschrankung der Ergebnisse auf nur eine
experimentelle Situation ist damit ausgeschlossen.

Auch die Verwendung des Coomassie-Gels als Bezugsgrofde zur Normalisierung der
Ergebnisse des WB erwies sich als richtiges Vorgehen. Eine Normierung auf -Aktin
hatte weniger eindeutige Ergebnisse erbracht, da es als Kontrolle die Voraussetzung
einer stabilen Expression nicht erfiillt hatte. Diese Beobachtung unterstiitzt den
Dogmen-Wechsel von Housekeeping-Proteinen oder — Genen wie [3-Aktin oder GAPDH
hin zu Biomarkern, die einer geringeren biologischen Varianz unterliegen (Lin und
Redies 2012).

Die Ubertragung der Ergebnisse auf die Situation in vivo erreicht mit der verwendeten

Kultur jedoch ihre Grenzen, da keine Aussage liber die Toxizitdt von BZ und ONX im PNS
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getroffen werden kann. Weiterfiihrende Untersuchungen unter Verwendung von

Neuronen des PNS sind daher empfehlenswert.

4.2. Toxikologische Charakterisierung von BZ und ONX

Das Ziel toxikologischer Studien ist die Ermittlung der pharmakologischen Potenz eines
Stoffes. Die Suche nach einer Dosis, unterhalb derer kein Effekt beobachtet werden
kann, steht hierbei am Anfang. Die sogenannte NOAEL impliziert die Sicherheit eines
Wirkstoffes bis zu dieser Konzentration und ist Voraussetzung fiir die Ubertragung der
Ergebnisse eines Tierexperiments auf Humanstudien (Hodgson 2004, S.536, U.S.
Department of Health and Human Services 2005). Doch ein erwiinschter
therapeutischer Effekt kann mit dieser Dosierung meist nicht erreicht werden. Daher ist
es hilfreich auch die letale Dosis (LC) und die geringste Dosis, bei der toxische Effekte
auftreten (LOAEL), zu ermitteln.

Endpunkte in toxikologischen Studien sind z.B. die Aufnahme bestimmter Farbstoffe
(Propidium-Jodid) in die Zellen oder die Formation von Oberflachenveranderungen,
sogenannte blebs, welche auf Storungen der Zytoskelettstruktur hinweisen (Hodgson
2004, S.16). In dieser Arbeit wurde daher die morphologische Veranderung der
Zellstruktur erfasst, um einen kurzfristigen Effekt der Pharmaka auf neuronale Zellen
nachzuweisen. In Anlehnung an praklinische toxikologische Studien wurden die
Begrifflichkeiten fiir die toxikologischen Grenzwerte NOAEL, LOAEL, und LC fiir die
Fragestellung dieser Arbeit abgeleitet und beziehen sich auf strukturelle Veranderungen
der Zellkultur.

In einer Dosis-Wirkungs-Kurve konnte die akute Toxizitdt von BZ und ONX hinsichtlich
der Zellzahlreduktion graphisch dargestellt werden. Wahrend die Kurven von wenig
spezifischen Toxinen flach ansteigen, zeigen spezifisch interagierende Toxine steilere
Anstiege (Hodgson 2004, S.218). Der Abfall der Dosis-Wirkungs-Kurve von ONX ist
extremer als von BZ (Abb. 3.6). Dies konnte den zugrundeliegenden Wirkmechanismus
der spezifischen Hemmung von LMP7 bestitigen. Die LOAEL von ONX fiir 48h war
jedoch nicht ermittelbar, da sie sich zwischen 0.1 uM und 0.5 pM befand. Daher ist auch
die Darstellung der ermittelten Dosis-Wirkungs-Kurve fiir ONX als Anndhrung zu
betrachten. Besonders im wichtigen mittleren Segment, das die Kurvensteilheit und

damit auch das Toxin und seinen Wirkmechanismus charakterisiert, fehlt im Fall von
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ONX die Testung von Konzentrationen in geringeren Intervallen (Abb. 3.6). Fir
weiterfiihrende Experimente sind andere Studienendpunkte, die eine rein objektive
Erfassung der pharmakologischen Grenzwerte mittels Surrogat-Markern zulassen, zu
empfehlen. Hier wire z.B. ein LDH- oder MTT-Assay als Zytotoxizitats-/
Wachstumshemmungs-Test denkbar.

Die in dieser Arbeit ermittelten LC und LCso fiir neuronale Primarkulturen (Tab. 3.1)
zeigten sich dhnlich mit der Arbeit von Hideshima und Kollegen. Auch hier wurde fiir BZ
eine LC von 0.1 uM und eine LCso von 0.006 pM in Bezug auf das Zellwachstum von
Myelom-Zelllinien nach 48 h im MTT-Assay nachgewiesen (Hideshima et al. 2001). Es
konnte somit gezeigt werden, dass BZ in seinen auf Tumorzellen wirksamen
Konzentrationen in vitro auch gesunde Nervenzellen beeintrachtigt. Im Kontrast dazu
stehen die fiir Myelomzellen ermittele LC und LCso von PR-924, einem anderen
selektiven LMP7-Inhibitor. In einer Arbeit von Singh et al. lag die LCso im MTT-Assay
nach 48 h je nach Zellreihe zwischen 3 puM und 7 uM, therapieresistente Zellreihen
eingeschlossen (Singh et al. 2011). Die LC war nach 48 h dementsprechend erst bei
Konzentrationen um 20 pM erreicht. Jedoch wurden normale PBMCs (peripheral blood
mononuclear cells) von gesunden Spendern in diesen Konzentrationen nicht toxisch
beeintrachtigt. Daher scheinen selektive Immunoproteasom-Inhibitoren zwar erst in
hoheren Dosierungen als die unselektiven Vorgiangermolekiile erwiinschte
therapeutische Effekte auf Tumorzellen zu zeigen, in diesen aber auf gesunde Zellen
nicht toxisch zu wirken. Da ONX iiber einen dhnlichen Wirkmechanismus wie PR-924
verfiigt, lassen sich daher vergleichbare Effekte erwarten. Die Ergebnisse dieser Arbeit
unter Testung neuronaler Primarkulturen wurden nicht durch einen MTT-Assay wie in
den vorherigen genannten Arbeiten objektiviert. Sie zeigten jedoch in Bezug auf die
Zellviabilitat bereits eine hohere LC und LCso von ONX im Vergleich zu dem
unspezifischen Proteasom-Inhibitor BZ.

Die Frage nach einer geringeren Neurotoxizitit von ONX im Vergleich zu BZ scheint
damit beantwortet zu sein. Ob jedoch ONX in Konzentrationen, welche effektiv auf MM-
Zellen wirken, keine neurotoxischen Effekte zeigt, konnte in dieser Arbeit nicht erwiesen
werden. Hier stehen noch vergleichende Experimente mit MM-Zelllinien aus. Sollte sich
in Zukunft herausstellen, dass auf Kosten neuronaler Schiden ebenfalls hohe
Dosierungen von ONX notwendig sind, um MM-Zellen zu schadigen, muss ONX
hinsichtlich seiner synergistischen Wirkung mit anderen Chemotherapeutika betrachtet

werden.
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4.3. Neurodegeneration durch Proteasom-/Immunoproteasom-Inhibition

Es liefs sich eindeutig eine konzentrations- und zeitabhdngige Toxizitiat beider Pharmaka
feststellen. Dies betraf sowohl die strukturelle Integritiat der Neurone als auch die Zahl
ihrer synaptischen Dornen.

Charakteristische morphologische Verdnderungen (Abb. 3.5) spiegeln sich durch die
Festlegung der LOAEL wieder. Nach Behandlung mit ONX in geringeren Konzentrationen
traten keine morphologischen Veranderungen der Zellstruktur auf (Abb. 3.3, Abb. 3.4).
Das Zytoskelett neuronaler Zellen blieb trotz Immunoproteasom-Inhibition intakt,
ersichtlich auch am Erhalt der Proteinlevel von B-Aktin im WB (Abb. 3.6.18). Der
neurotoxische Effekt von BZ zeigte sich im Vergleich zu ONX abhangig von
Behandlungszeit und Konzentration verstarkt. Dementsprechend findet sich eine
geringere LOAEL von BZ. Auch eine Zellzahlreduktion nach 48 h Behandlung mit BZ in
den Konzentrationen 0.01 uM und 0.05 pM deutet auf eine starkere Neurotoxizitdat von
BZ hin, da in diesen Konzentration ein Effekt von ONX auf die Zellzahl ausblieb (Abb. 3.7,
Abb. 3.8). Diese Beobachtungen bestatigten eine geringere Neurotoxizitat von ONX.
Auch der unterschiedliche Effekt von BZ und ONX auf die synaptische Integritit wurde
deutlich. Erwiesenermafden haben Proteasomen eine grofie Bedeutung in der
Aufrechterhaltung der synaptischen Kommunikation. Im Rahmen synaptischer
Stimulation kommt es zu einer Verlagerung von Proteasomen aus dem Schaft in die
synaptischen Dornen zum Zweck der lokalen Proteindegradation (Bingol and Schuman
2006). Eine Proteasom-Inhibition kann daher den Zusammenbruch der synaptischen
Proteinhomdostase und die Degradation synaptischer Verbindungen zur Folge haben.
Dies konnte in dieser Arbeit bestdtigt werden. BZ fiihrte in der Konzentration von
0.01 uM zur Abnahme des Signals von Synaptophysin 1 und beeintrachtigte damit die
Quantitat prasynaptischer Anlagen. ONX hatte diese Wirkung nicht. Dies lasst die
Vermutung zu, dass das Immunoproteasom wenig zur Aufrechterhaltung der
synaptischen Signaliibertragung beitragt oder prasynaptisch nicht im Zytoplasma
enthalten ist. In einer Arbeit von Bajic et al,, konnte ebenfalls eine deutliche Abnahme
von Synaptophysin durch Behandlung mit Proteasom-Inhibitoren gezeigt werden. Die
Postsynapse scheint jedoch besonders vulnerabel in Bezug auf die Proteasom-Inhibition
zu sein und ein Verlust von synaptischen Proteinen geht dem Verlust der zelluldren

Integritit der kortikalen Primarkultur voraus (Bajic et al. 2012). Die Wahl eines
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postsynaptischen Markers konnte eine hohere Sensitivitait fiir synaptische Fehlfunktion
im Rahmen der spezifischen Inmunoproteasom-Inhibition erméglichen.

Sowohl die morphologischen Verdnderungen wie z.B. membrane blebbing (Domnina et
al. 2004, Kerr et al. 1972), als auch die Synapsenreduktion im Zusammenhang mit einer
erhohten Proteinexpression der Caspase 3 im Western Blot (Erturk et al. 2014)
sprechen fiir den Vorgang apoptotischer Prozesse. Um ergdnzend eine quantitative
Erfassung aller apoptotischen Zellen zu erreichen, ware die Durchfiihrung eines TUNEL-
Assays oder eines Propidium-Jodid-Assays denkbar.

Eine Beeinflussung der primdren Zellkulturen durch BZ und ONX im Sinne einer
Neurodegeneration ist offensichtlich. Die Neurotoxizitit der beiden Pharmaka
unterscheidet sich jedoch in ihrer Starke. ONX fiihrte in hoherer Dosierung zum
Zelluntergang, wahrend eine Behandlung mit BZ schon in geringen Konzentration

hinsichtlich Zellzahl, Zellstruktur und Synapsendichte schadigend wirkt.

4.4. Proteinanalyse

Um die Wirkung der Inhibitoren auf die zelluldre Proteinhomdostase neuronaler Zellen
zu ermitteln, wurde die Analyse ausgesuchter Struktur- und Signalproteine mittels
Western Blot durchgefiihrt (Abb. 3.12 - 3.22).

Der Transkriptionsfaktor NFKB gilt als ein entscheidender Regulator von Apoptose,
Wachstum und Plastizitit in neuronalen Zellen. Der Charakter des aktivierenden
Stimulus entscheidet hierbei liber NFKB als Vermittler von Neuroprotektion oder
Neurodegeneration (Mincheva-Tasheva und Soler 2013). Die Phosphorylierung von
NFKB ist notwendig fiir eine suffiziente Aktivierung des Transkriptionsfaktors, daher
analysierten wir die Expression von phosphoryliertem NFKB (p65) im Western Blot.

BZ wirkt tiber die Blockade der I[kB-Degradation als Suppressor von NFkB (Hideshima et
al. 2001). Wir sahen in den BZ-behandelten Zellen daher wie erwartet eine
Signalreduktion von p65 mit einem ausgepragtem Effekt bei der Konzentration 0.1 uM
(Abb. 3.13). Dies lief3 sich bei ONX erst in der Konzentration 0.5 puM beobachten. Die
Signalreduktion in diesen Konzentrationen trat bereits nach 24 h, deutlicher jedoch nach
48 h auf. Die Inhibition von NFKB fiihrt iiber die verminderte Expression von
Wachstumsfaktoren, Stress-Enzymen und Apoptose-Inhibitoren zum Zelltod (Adams

2004). Dies konnten wir morphologisch in der Immunzytochemie bestdtigen: Bei
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Behandlung mit BZ tber 48 h in der Konzentration 0.1 uM waren keine vitalen Zellen
mehr erfassbar, eine entsprechende Wirkung trat unter Behandlung mit ONX nach 48 h
in der Konzentration 0.5 pM auf (Abb. 3.2). Eine Signalreduktion von p65 im WB
korreliert daher aufgrund der vitalitatserhaltenden Funktion des Transkriptionsfaktors
NFKB mit dem Ausmaf$ des Zelltodes in der Immunzytochemie.

Doch nicht nur NFKB, auch der Transkriptionsfaktor CREB spielt eine grofde Rolle in
Plastizitat, Differenzierung und Zelliiberleben (Lonze und Ginty 2002). Voraussetzung
fir die Bindung im Zellkern ist seine Phosphorylierung an Serin-133 durch die PKA
(Gonzalez und Montminy 1989). Phospho-CREB vermittelt die cAMP-induzierte
Transkription, um in Situationen oxidativen Stresses die Zelle vor dem Zelltod zu
bewahren. Dies involviert die Geninduktion von Uberlebensfaktoren (Lee et al. 2009)
und Anti-Apoptose-Effektoren (Mabuchi et al. 2001), aber auch Mechanismen der DNS-
Reparatur nach ROS-induzierter Hochregulation von CREB (Pregi et al. 2017).

BZ fihrte in den Konzentrationen 0.01 pM und 0.1 pM deutlich zu Reduktion von
phospho-CREB und CREB (Abb. 3.13, Abb. 3.15). Dies weist auf eine Verminderung der
CREB-Expression hin. Entsprechend dazu kam es in genau diesen Konzentrationen zur
Beeintrachtigung der Zellvitalitit. ONX alterierte die CREB-Expression in diesen
Konzentrationen nicht. Die Immunoproteasom-Inhibition scheint die
Proteinhomoostase stabil zu halten und wenig Einfluss auf den CREB-Signalweg als
zellulares Uberlebensprogramm zu haben.

Die Analyse des Verhiltnisses von phospho-CREB zu CREB zeigte keine Anderungen der
Phosphorylierung, wahrscheinlich bedingt durch eine tibereinstimmende Verminderung
von phospho-CREB und CREB (Abb. 3.23). Daher hat die BZ-Behandlung eine
verminderte Expression der CREB-Proteine zur Folge, scheint aber nicht das Maf$ ihrer
Aktivierung als Zellstress-Antwort zu andern. Jedoch ist eine genaue Aussage liber den
Einfluss der Pharmaka auf die Modulation des CREB-Signalweges nicht zu treffen, da er
vielfaltigen Einflussfaktoren unterliegt und im Rahmen der gewdahlten Experimente
keine komplette Analyse dieses oder anderer Signalwege moglich war.

In dieser Arbeit lag der Fokus vornehmlich auf der generellen Darstellung wichtiger
Signalproteine unter Beeinflussung der Proteasom- und Immunoproteasom-Inhibition.
Caspase 3 steht hier stellvertretend als Signalmolekiil der Apoptose, da es ein wichtiges
Effektorprotein dieser in neuronalen Zellen ist (Kuan et al. 2000). Seine Funktion ist
Voraussetzung fiir morphologischen Verdnderungen wie DNS-Fragmentierung und

Chromatin-Kondensation wahrend des programmierten Zelltodes (Janicke 1998).
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Mikroskopisch sichtbare Verdnderungen der Zellstruktur nach Behandlung mit BZ und
ONX, die durch immunzytochemische Farbung sichtbar gemacht werden konnten,
deuteten bereits zu Beginn der Experimente auf apoptotische Vorgange hin. Daher
wurde die Expression von Caspase 3 im WB untersucht. Hier zeigten sich nach
Behandlung mit BZ schon in der Konzentration 0.01 uM stark erhoéhte Level (Abb. 3.16).
Obwohl in dieser Konzentration sogar nach BZ-Behandlung iiber 48 h noch intakte
Zellkorper in der Immunzytochemie vorhanden waren, kam es proteinbiochemisch
bereits zu einem mehr als 4-fachen Anstieg des Caspase 3-Signals. Nach Gabe von ONX
lief? sich kein so starker Anstieg von Caspase 3 nachweisen. Das apoptotische Potenzial
von ONX scheint daher geringer zu sein bzw. erst bei Uberdosierung auch in gesunden
Zellen aufzutreten. Neurone sind offensichtlich empfindlicher fiir die Proteasom-
Inhibition als fiir die Immunoproteasom-Inhibition. Dies konnte einerseits daran liegen,
dass im Fall der Proteasom-Inhibition durch BZ schneller Proteinaggregate anfallen und
die Proteinhomoostase zusammenbricht. Andererseits findet sich hier ein Hinweis
darauf, dass das Immunoproteasom unter physiologischen Bedingungen in Neuronen
wenig bis gar nicht exprimiert sein konnte, da seine Inhibition nicht zum frithen Zelltod
fihrt.

Ein Nachweis von proteasomalen Bestandteilen ist durch die Erfassung von einzelnen
Untereinheiten moglich. Die proteasomale a6-Untereinheit ist Bestandteil der 20S-
Untereinheit des Proteasoms und des Immunoproteasoms (Ferrington und Gregerson
2012). Als Komponente der &duferen o-Ringe des proteasomalen Kernpartikels
ermoglich sie den Eintritt von Proteinsubstraten zur Degradierung durch Assoziation
mit den regulatorischen 19S-Untereinheiten (Groll et al. 2000). Es wird diskutiert, ob
Polymorphismen im PSMA6-Gen ein prognostischer Faktor fiir Patienten mit MM sein
konnen (Bachmann et al. 2010). Die Behandlung der Zellkultur mit beiden Pharmaka fiir
24 und 48 h zeigte keine signifikant veranderte Proteinexpression von a6 (Abb. 3.17). Es
bestand jedoch die Tendenz zu einer leicht gesteigerten Expression im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle. Dies stellt moglicherweise einen kompensatorischen
Mechanismus dar. Besonders nach Behandlung mit ONX iiber 48 h in den
Konzentrationen 0.01 pM und 0.1 pM war das Signal auf fast 1,5-faches Niveau der
Leerkontrolle erh6ht, wahrend die Proteinexpression durch BZ-Gabe in den gleichen
Konzentrationen nicht gesteigert war. Da die Expression von a6 im Gegensatz zu

anderen Proteinen in keiner experimentellen Situation vermindert war, beeintrachtigen
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die Pharmaka wahrscheinlich nicht die generelle Quantitit der Proteasomen, sondern
direkt ihre Funktionsweise.

Auch die Evaluation struktureller Proteine war entscheidend fiir die weitere
Charakterisierung von BZ und ONX. Da bereits nach immunzytochemischer Farbung mit
MAP2 bei bestimmten Konzentrationen der Inhibitoren eine verdnderte Zellstruktur
erkennbar war, sollte dies anhand von [3-Aktin genauer quantifiziert werden. 3-Aktin ist
ein Strukturprotein neuronaler Zellen und wird bei vielen proteinbiochemischen
Methoden als Kontrollprotein verwendet (Cheever and Ervasti 2013). Die
Expressionslevel von {-Aktin zeigten nach BZ-Behandlung tber 48 h in den
Konzentrationen 0.01 pM und 0.1 pM eine abnehmende Tendenz (Abb. 3.18). Dies war
nach Behandlung mit ONX nicht zu beobachten, die strukturelle Integritat der
neuronalen Zellen blieb in vergleichbaren Konzentrationen erhalten. Neuronale
Struktur-Proteine scheinen also durch die Proteasom-Inhibition starker beeintrachtigt
zu sein als durch die Immunoproteasom-Inhibition.

Wie im Fall von [(-Aktin sollte die proteinbiochemische Untersuchung von
Synaptophysin 1 die immunzytochemische Beobachtung ergianzen. Das prasynaptische
Vesikelprotein Synaptophysin und der postsynaptische AMPA-Rezeptor sind
verantwortlich fiir die Kommunikation zwischen neuronalen Zellen. Der AMPA-Rezeptor
ist, zusammen mit vielen anderen Proteinen, bekannt fiir seine wichtige Rolle in der
neuronalen Plastizitit bei der Formierung des Langzeitgedachtnisses (Maren et al.
1993). Synapsenreduktion, Ausdiinnung des dendritischen Baumes und Riickgang
synaptischer Proteine sind ebenfalls Marker fiir neuronale Schadigung in
neurodegenerativen Erkrankungen oder nach traumatischen Lasionen (Kamat et al.
2014, Fiala et al. 2002). Eine Arbeit von Ertirk et al. konnte zeigen, dass die
Verkleinerung von synaptischen Dornen abhidngig von Caspase 3 und damit ein
apoptotischer Prozess ist (Erturk et al. 2014). In dieser Arbeit konnten wir sowohl
mikroskopisch als auch proteinbiochemisch nachweisen, dass die Proteasom-Inhibition
zu einer Synapsenreduktion fiihrt (Abb. 3.10, Abb. 3.11, Abb. 3.20). Dies konnte fiir den
Immunoproteasom-Inhibitor ONX nicht gezeigt werden. Auch nach ONX-Gabe bei beiden
getesteten Zeitpunkten in der Konzentration 0.5 pM blieb das Expressionslevel von
Synaptophysin stabil (Abb. 3.20). Auch AMPAR wurde durch BZ signifikant starker
reduziert als durch ONX in den gleichen Konzentrationen (Abb. 3.19). Diese Ergebnisse
zeigen die spezifisch neurotoxische Wirkung von BZ auf morphologischer Ebene. Da der

Mechanismus der Chemotherapie-induzierten peripheren Neuropathie bisher nicht
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ganzlich geklart ist, sollte die Bedeutung synaptischer Schiden in die Uberlegungen
einbezogen werden, da sie hier explizit nach der Gabe von BZ nachgewiesen werden
konnte. Das Wirkprofil von ONX scheint dagegen, obwohl es in hohen Dosierungen
ebenfalls schadlich auf gesunde Zellen wirkt, speziell fiir Neurone weniger toxisch zu
sein. Die Immunoproteasom-Inhibition verhinderte in dieser experimentellen
Konstellation den Verlust synaptischer Dornen und erhielt somit die zelluldare Integritat.
Ob allerdings die synaptische Plastizitit und Kommunikation nach Inhibition des
Immunoproteasoms besser erhalten bleibt, wurde hier nicht untersucht. Hierzu miisste
vergleichend eine Funktionsanalyse der synaptischen Signaliibertragung nach Gabe von
BZ und ONX durchgefiihrt werden.

Fiir das zellulire Uberleben spielen nicht nur Verbindungen zwischen Neuronen,
sondern auch zwischen Neuronen und Gliazellen eine Rolle. Astrozyten und Mikroglia
sind essentiell fiir das Uberleben von Neuronen. Sie erfiillen zahlreiche Funktionen in
der Aufrechterhaltung der Kommunikation, der Zellvitalitit und der gezielten Abwehr
von schadigenden Einfliissen (Takuma et al. 2004). Die Expressionslevel des Mikroglia-
Markers Ibal blieben unter allen Konditionen nahezu konstant (Abb. 3.21). Dies wurde
hier weniger durch einen fehlenden Effekt der Proteasom- bzw. Immunoproteasom-
Inhibition bedingt gesehen, sondern eher durch eine geringe Anzahl von Mikroglia in der
Ko-Kultur. Da bekannt ist, dass in Mikroglia auch in Kultur das Immunoproteasom nach
Induktion exprimiert wird (Stohwasser et al. 2000), kann auch eine fehlende
Aktivierung von Mikroglia vorliegen. Diese ist in vitro durch externe Stimuli schwer zu
erreichen. Mikrogliazellen stellen jedoch die wichtigsten Immunzellen des ZNS dar.
Zurzeit wird vermutet, dass sie das Immunoproteasom konstitutiv exprimieren (u.a.
Saring et. al, unveroffentlicht). Daher ist die weitere Forschung mit Glia-Kulturen zur
weiteren Charakterisierung der Wirkweise von ONX in neuronalen Zellen indiziert.
Dagegen zeigte sich die Expression von GFAP durch BZ erneut stirker reduziert als
durch ONX. Der Immunoproteasom-Inhibitor fiihrte sogar unter bestimmten
Konditionen (bei 24 h in den Konzentrationen 0.1 pM und 0.5 pM, bei 48 h in der
Konzentration 0.1 uM) zu einer Signalsteigerung (Abb. 3.22). Ob dies im Rahmen einer
Immunantwort durch Aktivierung von Astrozyten passiert, ist unklar. Wie bereits bei
Robinson et al. diskutiert wurde, beinhaltet die Astrozyten-Aktivierung bei
gleichzeitiger fehlender Hochregulation der Mikroglia durch Proteasom-Inhibition

kontroverse Aspekte in der Rolle der peripheren Neuropathie (Robinson et al. 2014).
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Die einzelne Bedeutung der Immunzellen des Nervensystems unter Proteasom- bzw.

Immunoproteasom-Inhibition muss weiterhin erforscht werden.

4.5. Ausblick

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen eindeutige Unterschiede in der Wirkung des
Proteasom-Inhibitors BZ und des Immunoproteasom-Inhibitors ONX. Man kénnte daher
annehmen, dass die beobachteten Effekte auf die unterschiedliche Wirkweise von BZ
und ONX zuriickzufiihren sind. Wahrscheinlich aber haben beide Pharmaka viele off-
target-Effekte und bewirken nicht nur eine spezifische Inhibition der (5- bzw. der
LMP7-Untereinheit. Ob Neurone iiberhaupt eine basale oder induzierbare Expression
des Immunoproteasoms aufweisen wird diskutiert. In einem Schlaganfall-Modell
scheinen sie die Hauptquelle fiir LMP7 nach zerebraler Ischamie zu sein (LU und Wang
2012). Eine andere Arbeit widerlegt dies (Chen et al. 2015). Ein hier beobachteter passiv
neuroprotektiver Effekt von ONX ist daher nicht unbedingt nur auf seine Wirkweise,
sondern auf eine verminderte bzw. fehlende Expression des Immunoproteasoms in
Neuronen zuriickzufiihren. Da hier Glia-Zellen, die in der Diskussion sind das
Immunoproteasom sicher zu exprimieren, nicht untersucht wurden, konnte keine
Auswirkung von BZ und ONX auf diese Zelltypen ermittelt werden. Moglicherweise sind
Mikroglia sogar geeignetere Zellen, um die direkte Wirkung der Immunoproteasom-
Inhibition zu ermitteln. Eine ONX-vermittelte Reduktion der durch Mikroglia
ausgelosten Inflammation nach ZNS-Traumata ist bereits erwiesen (Moritz et al. 2017).
Hier sollten weitere Untersuchungen erfolgen.

Das ZNS und das PNS miissen jedoch stets als Netzwerk aus allen neuronalen Zellspezies
betrachtet werden. Eine Betrachtung der Wirkung von Pharmaka auf vereinzelte
Zellarten wird der Situation in vivo nie gerecht. Nichtsdestotrotz ist mit der
Untersuchung der Wirkung von ONX auf Neurone ein wichtiger Teilschritt in seiner
Evaluation als Alternative zu BZ erfolgt. Eine weniger toxische Wirkung auf neuronale
Zellen lasst auf eine geringere Auspragung der PN in der Therapie des MM hoffen. BZ
wirkt in seinen effektiven Konzentrationen namlich nicht nur auf Tumorzellen des MM,
sondern auch toxisch auf gesunde Zellen als off-target-Effekt. Eine weitere
Dosissteigerung zur Therapieoptimierung wird dadurch unméglich. Immunzellen, in

denen das Immunoproteasom vermehrt exprimiert wird (Kim et al. 2014), sind
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anfélliger fiir die Apoptose durch die selektive LMP7-Inhibition mit ONX. Eine gezielte
Immunmodulation, mit geringerer einhergehender Zytotoxizitat fiir andere Zellarten,
wird daher durch den Immunoproteasom-Inhibitor ONX ermdoglicht. Besonders bei
entziindlichen Erkrankungen spielt die vermehrte Expression des Immunoproteasoms
und damit seine Inhibition als therapeutische Option eine Rolle (Griffin et al. 1998). In
Autoimmun-Modellen konnte die Zytokinproduktion, die Antikérpersekretion
autoreaktiver Zellen und die humorale Immunantwort durch ONX blockiert werden
(Muchamuel et al. 2009, Ichikawa et al. 2012, Liu R-T et al. 2017). Untersuchungen, ob
ONX auch auf pathologische hdmatopoetische Zellen einen Einfluss hat, stehen noch am
Anfang. Fur eine Zelllinie von MM-Zellen konnte bereits die Zell-Penetration und
selektive LMP7-Inhibition von ONX-Analoga gezeigt werden (Bruin et al. 2014). Ein
Effekt von ONX auf die Immunologie peripherer Blutzellen (PBMC) bei gleichzeitig
geringer Zytotoxizitit auf Nichtimmunzellen wurde ebenfalls nachgewiesen
(Eleftheriadis et al. 2017).

Der bisherige Stand der Forschung, in Kombination mit den Erkenntnissen dieser Arbeit,
deutet auf eine effektive Zytotoxizitit von ONX auf MM-Zellen bei gleichzeitiger
reduzierter Neurotoxizitat hin. Um letztendlich eine Aussage iiber den Vorteil von ONX
in der Therapie des MM treffen zu konnen, stehen vergleichende praklinische und
klinische Studien mit BZ aus. Hier sollte die Inhibition der Proliferation von Tumorzellen
fiir beide Inhibitoren auf die gleiche Zellreihe ermittelt werden. Fiir BZ wurden bereits
je nach MM-Zelllinie stark variierende Werte der ICso zwischen 0.2 pM und 26 pM nach 1
h Behandlungszeit festgestellt (Dettmer et al. 2016). Klinisch miissen vergleichende
Studien tuiber das Therapieergebnis von Patienten mit Erfassung der peripheren
Neuropathie nach Behandlung mit BZ und ONX angeschlossen werden.

Die momentane Forschung entwickelt bereits weitere selektive Inhibitoren, die auch die
selektive Inhibition anderer Untereinheiten des konstitutiven Standardproteasoms und
des Immunoproteasoms zum Ziel haben (Ettari et al. 2017). Die Suche nach einem
potenten Heilmittel maligner hamatologischer Erkrankungen bleibt weiterhin eine hohe

Prioritat.
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5. Zusammenfassung

Das Multiple Myelom (MM) ist eine maligne hamatologische Erkrankung des
Menschen. Erst in den letzten 10 bis 15 Jahren konnte eine Verbesserung der
Krankheitsprognose erzielt werden. Dazu beigetragen hat besonders die Therapie mit
dem Proteasom-Inhibitor Bortezomib (BZ). Sein spezieller Wirkmechanismus fiihrt
tiber die Hemmung des UPS zur Akkumulation ubiquitinierter Proteinabbauprodukte
und letztendlich zum Zusammenbruch der Zellhomoéostase in Tumorzellen. Eine
haufige Nebenwirkung des Chemotherapeutikums ist die periphere Neuropathie.
Pardsthesien, Sensibilitdtsstorungen und motorische Beeintrachtigung bewirken eine
deutliche Abnahme der Lebensqualitdt der Patienten und fiithren oft zum Abbruch der
Behandlung.

Die gezielte Hemmung des Immunoproteasoms ist ein neuer Ansatz in der
Entwicklung der Chemotherapie von Tumorerkrankungen wie dem MM. Durch den
spezifischen Angriff der induzierten Untereinheit LMP7 konnte ONX-0914 (ONX) den
Vorteil eines verminderten Nebenwirkungsprofils im Vergleich zu BZ aufweisen. Die
Wirksamkeit von ONX ist bereits praklinisch bei Autoimmunkrankheiten gezeigt
worden, allerdings steht eine weitere Evaluation fiir Zwecke der Chemotherapie noch
aus. Da die periphere Neuropathie die limitierende UAW von BZ darstellt, liegt es nahe,
die Wirkung von ONX auf neuronale Zellen zu untersuchen, um einen Vergleich der
toxischen Potenz beider Pharmaka zu erreichen.

Unter dieser Zielstellung wurde das experimentelle Design dieser Arbeit gestaltet. Als
Versuchsorganismus dienten kortikale Primarkulturen der Ratte. Diese wurden an
DIV 14 mit BZ und ONX in verschiedenen Konzentrationen behandelt, tiber 24 h und
48 h mit den Pharmaka inkubiert und anschliefdend fiir immunzytochemische oder
proteinbiochemische Methoden aufbereitet.

Mittels Immunzytochemie wurde mikroskopisch die Zellzahl vergleichend analysiert.
Hierbei zeigten sich nach 24 h keine toxischen Effekte, wohingegen nach 48 h die
Zellzahl durch Behandlung mit BZ schon in Konzentrationen ab 0.01 puM deutlich
reduziert wurde. Im Vergleich dazu trat dieser Effekt nach Behandlung mit ONX erst bei

0.5 pM ein. In einer Dosis-Wirkungs-Kurve wurde die Relation zwischen
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Konzentration und Zellzahlminderung und damit respektive Zelltod dargestellt. Die LCso
von BZ lag demnach bei ca. 0.007 pM und von ONX bei 0.121 uM.

Die Erfassung von Verdanderungen der Zellmorphologie nach
Immunfluoreszenzfiarbung diente der Charakterisierung des toxischen Potentials der
Chemotherapeutika und der Festlegung pharmakologischer Schwellenwerte.

Flr 24 h waren die Werte wie folgt:

e BZNOAEL 0.01puM ONX NOAEL 0.5 uM
e BZLOAEL 0.05uM ONXLOAEL 1.0pM
e BZLC - ONXLC -

Flir 48 h konnten folgende Werte ermittelt werden:

e BZNOAEL 0.001pM ONX NOAEL 0.1 puM
e BZLOAEL 0.01uM ONX LOAEL 0.1 uM <x< 0.5 uM
e BZLC 0.1 uM ONX LC 0.5 uM

Auch Verdnderungen in der Synapsendichte, mit Hinweisen auf eine
Beeintrachtigung der Zell-Zell-Kommunikation, wurden mittels Immunzytochemie
betrachtet. Bei einer Konzentration von 0.01 pM, mit einer Behandlungszeit von 48 h,
reduzierte BZ das Synaptophysin-Signal signifikant im Vergleich zu ONX.

Die Analyse der Proteinexpressionslevel wichtiger Struktur- und Signalproteine
ergab insgesamt eine starkere Signalminderung durch BZ bei CREB, phospho-CREB,
NFkB, Synaptophysin, AMPAR, GFAP und (3-Aktin als durch ONX. Caspase 3 zeigte eine
Expressionssteigerung durch BZ, die starker war als nach Behandlung mit ONX. Keine
signifikanten Signaldnderungen waren bei a6 und Iba 1 beobachtbar. Verdnderungen
im Prozess der Phosphorylierung von CREB, durch Untersuchung des Verhaltnisses
von phospho-CREB zu CREB waren nur bei 48h 0.01 uM ONX signifikant nachweisbar.
Ein vermutetes geringeres Nebenwirkungsprofil von ONX in Bezug auf neuronale
Zellen scheint damit moéglich zu sein. Um vermehrt Erkenntnisse iiber das
neurotoxische Potenzial des Immunoproteasom-Inhibitors ONX zu erhalten, sind jedoch
weitere Experimente, vor allem mit Kulturen peripherer Nervenzellen sowie in vivo
Experimente, durchzufiihren. Auch die Wirkung von ONX auf das MM muss noch
evaluiert werden. Mit dieser Arbeit ist ein weiterer wichtiger Schritt zur Erforschung

von Immunoproteasom-Inhibitoren erfolgt.
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