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Zusammenfassung

In den letzten Jahrzehnten fiihrte die stetige Weiterentwicklung von Chemotherapeutika zu
einem signifikanten Anstieg der Uberlebensraten von Krebserkrankungen. Ein zunehmend
relevantes Problem bilden jedoch die kardiotoxischen Nebenwirkungen vieler
Chemotherapeutika. Akute Einfliisse auf die Kontraktion des Herzens erschweren den Einsatz
vieler Wirkstoffe und strukturelle Schadigungen der Herzzellen kénnen selbst Jahre nach einer
erfolgreichen Behandlung zu verringerter Herzfunktion bis hin zu Herzversagen fiihren.
Kardiotoxische Effekte werden haufig erst in spéteren klinischen Studien oder gar nach der
Zulassung eines Medikaments offensichtlich. Ein Mangel an alternativen Therapien fihrt
héufig dazu, dass kardiotoxische Substanzen dennoch in der Klinik verwendet werden. Ein
Mangel an préklinischen Methoden zur Untersuchung von kardiotoxischen Effekten ist eines
der zugrundeliegenden Probleme.

In dieser Arbeit haben wir einen methodischen Ablauf etabliert, um die kardiotoxischen
Effekte von Substanzen in vitro zu untersuchen und charakterisierten hiermit die
kardiotoxischen Effekte einer Reihe niedermolekularer Kinaseinhibitoren, die sich zurzeit in
praklinischen und klinischen Studien zur Tumorbehandlung befinden. Bei der hier vorgestellten
Methode handelt es sich um einen impedanzbasierten Assay zur Bestimmung verschiedener
kardialer Zellparameter in neonatalen Mauskardiomyozyten, i.e. das Zelllberleben, die
kontraktile Funktion der Zellen sowie das Auftreten von Arrhythmien. Wir konnten durch
Testung bekannter kardiotoxischer ~Medikamente zeigen, dass der vorgestellte
impedanzbasierte Assay eine hohe Ubereinstimmung zwischen den erhobenen in vitro Daten
und den Klinischen Nebenwirkungen aufwies. Die Anwendung des Assays ermdglichte die
Charakterisierung der strukturellen und funktionellen Kardiotoxizitat neuer niedermolekularer
Inhibitoren der Proteinkinase B (AKT/PKB) oder der extrazellular-Signal regulierten Kinase 1
und 2 (ERK1/2).

Obwohl dieser Impedanzassay noch Raum fiir Optimierungen lasst, bietet er eine
Maoglichkeit der in vitro Bestimmung von kardiotoxischen Effekten, wie sie bislang nicht
standardmaliig verwendet wird. Dies konnte enorm zur Friiherkennung von kardiotoxischen
Effekten von Chemotherapeutika beitragen und akute und chronische Nebenwirkungen in

Krebstherapien reduzieren.



Abstract

In the past few decades, the steady advancement of chemotherapeutic agents has led to a
significant increase in cancer survival rates. However, the cardiotoxic side effects of many
chemotherapeutic agents are an increasingly relevant problem. Acute influences on the
contraction of the heart make the use of many substances more difficult and structural damage
to the heart cells can lead to reduced heart function and even heart failure, even years after
successful cancer treatment. Often cardiotoxic effects only become apparent in late-stage
clinical studies or even after the approval of a drug. However, a lack of alternative therapies
necessitates the use of cardiotoxic substances in the clinic. A lack of preclinical methods for
studying cardiotoxic effects is one of the underlying problems.

In this thesis, we established a methodological procedure to investigate the cardiotoxic
effects of substances in vitro and characterised the cardiotoxic effects of a number of small-
molecule kinase inhibitors that are currently in preclinical and clinical studies on tumour
treatment. The method presented here is an impedance-based assay for the determination of
various cardiac cell parameters in neonatal mouse cardiomyocytes. We were able to show that
the impedance-based assay presented showed a high level of agreement between the collected
in vitro data and the clinical side effects. The application of the assay made it possible to
characterise the structural and functional cardiotoxicity of new small molecule Inhibitors of the
protein kinase B (AKT/PKB) or the extracellular signal-regulated kinase 1 and 2 (ERK1/2).

Although this impedance assay still leaves room for optimisation, it offers a possibility of in
vitro characterisation of cardiotoxic effects, which could set a new standard. This could make
an enormous contribution to the recognition of cardiotoxic effects of chemotherapeutic drugs

and the reduction of acute and chronic side effects in cancer therapies.
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Einleitung

1 Einleitung

In Deutschland stellten Krebserkrankungen in den letzten 10 Jahren die zweithdufigste
Todesursache dar, nach kardiovaskuldren Krankheiten (Statistisches Bundesamt 2020). Als
Krebserkrankungen bezeichnet man das unkontrollierte Teilen und Wachstum von Zellen.
Bosartige Tumore konnen nicht nur das umliegende Gewebe schadigen, sondern sich durch
Besiedelung von gesundem Gewebe im ganzen Korper ausbreiten. Obwohl die meisten
Tumorerkrankungen im Volksmund gleichermaRen als Krebs bezeichnet werden, kénnen die
biologischen Ursachen und deren biochemischen Auswirkungen auf das Gewebe und den
Korper sehr unterschiedlich sein. Verschiedene Mutationen kénnen in gesunden Zellen zu einer
Dysregulation des Zellzyklus, des Zellmetabolismus und des Zelliberlebens fiihren und so
unkontrolliertes Zellwachstum bedingen [1-3]. Durch die steigende Lebenserwartung der
Bevolkerung ist die Inzidenz von Krebserkrankungen stark gestiegen und seit vielen Jahren
unter den haufigsten Todesursachen in Landern der ersten Welt. Dadurch ist die Erforschung
von Krebserkrankungen sowie die Entwicklung von Therapieoptionen von wachsender
Bedeutung und das wissenschaftliche Verstandnis weit vorangeschritten. Operative Eingriffe,
Chemotherapie und Strahlentherapie haben die Uberlebenschancen fiir Betroffene in den
letzten 25 Jahren nahezu verdoppelt (WHO, [4]).

Abhangig von der Lokalisation des Tumors, der Art der Mutation und der medizinischen
Vorgeschichte des Patienten kann es schwierig sein, eine passende Behandlungsart zu finden.
Genetische Risikofaktoren, Komorbiditaten sowie verschiedene Formen von Medikamenten
Resistenzen konnen die Wahl eines geeigneten Medikaments zusétzlich erschweren. Um die
individuellen Limitationen in der Behandlung von Tumoren so gut es geht zu umgehen, ist es
notwendig, eine moglichst grolRe Zahl an moglichen Medikamenten zu haben, aus denen man
bei Bedarf auswéhlen kann, daher werden stetig neue Angriffspunkte gefunden und Wirkstoffe
zur Bekampfung von Tumoren entwickelt.

Moderne Behandlungsmoglichkeiten haben jedoch haufig Kurz- und Langzeit-
nebenwirkungen. Viele Krebstherapien sind bekannt fir ihre schweren Nebenwirkungen
wéhrend und nach der Therapie. Da heute immer mehr Krebspatienten auch langfristig
Uberleben, ricken vor allem Spéatfolgen starker in den Fokus. Leider sind die akuten
Nebenwirkungen oft unumgénglich und Langzeitschdden werden ohne zielgenaue
Untersuchungen oft viel zu spét erkannt [1].

Um die Entwicklung neuer Therapeutika so effizient wie mdglich zu gestalten, sollten

Wirkungsweise, Effizienz und Nebenwirkungen moglichst frih zuverldssig evaluiert werden

13



Einleitung

konnen. Haufig fehlt es an passenden Modellen zur zuverlassigen Uberpriifung von schéadlichen
Effekten der Substanzen, wodurch viele unerwiinschte Wirkungen erst in Tiermodellen,
Klinischen Studien oder gar erst nach Zulassung des Medikaments erkannt werden. Effiziente
praklinische Studien zur Offenlegung von potenziell toxischen Effekten sind rar und bieten
héufig nur einen sehr eingeschrankten Blickwinkel in mdgliche Toxizitat, insbesondere die
Kardiotoxizitaten [5-7].

1.1 Kardiotoxizitat in der Chemotherapie

Eine haufige und schwerwiegende Nebenwirkung von Chemotherapeutika ist ihre
Kardiotoxizitat. Kardiotoxizitat beschreibt die pathologische Wirkung einer Substanz auf die
Elektrophysiologie, Struktur oder Funktion des Herzens. Hierzu gehdren kardiovaskulére
Ereignisse wie Blutdruckverdnderungen, Thrombose, elektrokardiologische Verénderungen,
Arrhythmien, Myokarditis, Perikarditis, Herzinfarkt, Kardiomyopathie, linksventrikulére
Herzinsuffizienz und kongestive Herzinsuffizienz [8,9]. Kardiotoxizitat von Wirkstoffen kann
akut (wéhrend oder kurz nach der Behandlung), subakut (Tage oder Wochen nach der
Behandlung) oder chronisch (Wochen bis Jahre nach der Behandlung) auftreten [10]. In den
letzten 70 Jahren waren kardiotoxische Nebenwirkungen von klinisch verwendeten Wirkstoffen
mit 20 % die zweithaufigste Ursache fur die Annullierung ihrer Medikamentenzulassungen und
ihrer Entfernung vom Markt [7,8,11]. Viele der heute zugelassenen Chemotherapeutika kdnnen
kardiotoxische Nebenwirkungen ausldsen. Dies bringt eine Dosislimitierung mit sich, die den
Behandlungserfolg einschréanken kann. Da viele Krebsarten schwer zu behandeln sind, wird das
Risiko, kardiotoxische Therapeutika einzusetzen, haufig akzeptiert, um zumindest die
kurzfristige Uberlebenschance des Patienten zu verbessern. Allerdings auBern sich diese
Nebenwirkungen auf unterschiedliche Arten, von funktionellen Stérungen wie Arrhythmien hin
zu strukturellen Schéden an den Kardiomyozyten [12,13]. Eine funktionelle Schadigung des
Herzens beeintrachtigt oft die lonenkandle und somit die Elektrophysiologie oder die
Signalweiterleitung innerhalb der Zellen und flhrt so zu einer Beeintrachtigung der
Kontraktionskraft des Muskels. Strukturelle Schaden an den Herzzellen zeigen sich im
Absterben von Kardiomyozyten und deren Ersatz durch fibrotisches Gewebe. Da fibrotisches
Gewebe im Gegensatz zu funktionalen Herzmuskelzellen nicht kontrahieren kann, nimmt die
Schlagfahigkeit des Herzens mit zunehmender Fibrose ab. Diese Art der Schédigung kann lange

Zeit asymptomatisch verlaufen. Die Auswirkungen fihren schlieBlich zu Kardiomyopathien,
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linksventrikularem Herzversagen und myokardialen Infarkten [14]. Wo akute kardiotoxische
Nebenwirkungen noch ein vertretbares Risiko darstellen, da sie meist schnell erkennbar und
durch Abbruch der Behandlung reversibel sind, sind strukturelle Schadigungen des Herzens ein
groles Risiko fur den Patienten. Die molekularen Ursachen fir die verschiedenen toxischen
Effekte sind allerdings vielfédltig und ohne langwierige Studien mit Patienten oft nicht
vorhersehbar. So kdnnen toxische Substanzen die Kinase-Signalwege in den Zellen storen,
Mitochondrien schédigen, kardiale lonenkanale blockieren oder andere lebensrelevante
Strukturen angreifen [15,16].

Dass die Kardiotoxizitat vieler Chemotherapeutika bekannt ist und geduldet wird, ist h&ufig
an einem Mangel an Alternativen geschuldet. In der Medizinalchemie werden Wirkstoffe selten
optimiert, um kardiotoxische Effekte zu reduzieren, da erst aufwandige in vivo oder klinische
Studien geeignete Daten tiber die Dosistoleranz der Wirkstoffe im Herzen und deren toxische
Wirkung auf die kardiale Funktion liefern [16]. Viele Substanzklassen, die aktuell in der
Krebstherapie eingesetzt werden, zeigen ein hohes kardiotoxisches Potential, wie zum Beispiel
Anthrazykline, Kinaseinhibitoren und platinbasierte Chemotherapeutika (Abb. 1).

Anthrazykline sind eine Antibiotikaklasse, produziert von verschiedenen Arten der
bakteriellen Gattung Streptomyces. Sie gehdren zu den effektivsten Krebstherapeutika und
werden seit Jahrzehnten gegen verschiedene Krebsarten wie Lymphome, Leuk&mie und
Brustkrebs eingesetzt. Ihre Verfugbarkeit fur Patienten ist jedoch durch ihre kardiotoxische
Wirkung beschrankt. Anthrazykline wie Doxorubizin, Mitoxantron und Epirubicin I6sen bei
bis zu einem Finftel der Patienten kardiale Kurz- und Langzeitkomplikationen wie
linksventrikularer Dysfunktion bis hin zu Herzversagen aus. lhre effektive antiproliferative
Wirkung vermitteln sie Uber verschiedene Mechanismen. Sie binden zum einen an die
Topoisomerase 2. und interkalieren in die DNA, was die weitere Nukleinsauresynthese
verhindert. Die Produktion von radikalen Sauerstoffspezies, die Unterdriickung der
Mitochondrienfunktion und die Zerstérung der strukturellen Integritit der Zellmembranen
fuhren zusétzlich zum Absterben der Zellen. Die schnell wachsenden Krebszellen werden durch
diese Mechanismen am starksten beeintrachtigt, allerdings wird auch gesundes Gewebe so

geschédigt, was zu starken, oft irreversiblen Nebenwirkungen fihrt [15,17].
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Abbildung 1 Schema der kardiotoxischen Nebenwirkungen verschiedener Krebstherapeutika-Klassen (hach
Lenneman et al. 2016 [15]).

Ein zunehmend untersuchter Ansatzpunkt fir Krebstherapien sind die verschiedenen
Kinase-Signalwege, da Mutationen in diesen eine der Hauptursachen fur die Entstehung von
Tumoren sind. Die Inhibierung dieser Signalwege zur Einddmmung des Zellwachstums ist
daher eine naheliegende Therapieform. Multi-Targeted Tyrosinkinase-Inhibitoren waren die
ersten Kinase-Inhibitoren, die ihren Weg in die Klinik gefunden haben. Die ersten dieser
Inhibitoren waren Antikorper basierte Inhibitoren, die den vascular endothelial growth factor
(VEGF) blockierten. Spater kamen niedermolekulare Verbindungen hinzu, welche auf
unterschiedliche Weise an die Inhibitoren binden konnen. Allosterische Inhibitoren kdnnen
Kinasen an einer allosterischen, d.h. nicht flir die Enzymaktivitét relevanten Stellen, binden und
eine Konformationsanderung zur aktiven Form verhindern oder ein Konformationsanderung zu
einer inaktiven Form erzwingen, um die Kinaseaktivitat ihrer Ziele zu unterdriicken [18].
ATP-kompetitive Inhibitoren binden in der ATP-Bindestelle der Kinase. Man unterscheidet
zwischen Typ 1 und Typ 2 Inhibitoren. Typ 1 Inhibitoren binden in der ATP-Bindetasche der
aktiven Form der Kinase und verhindern die Bindung von ATP. Typ 2 Inhibitoren binden die
inaktive Form und stabilisieren diese. Da ATP-Bindungsstellen tber viele Kinasen hinweg sehr
homolog sind, besitzen ATP-kompetitive Inhibitoren hdufiger unerwinschte off-target Effekte
und klinischen Nebenwirkungen [18]. Kovalente Inhibitoren binden im Gegensatz zu nicht-
kovalenten Inhibitoren irreversibel an ihr Zielprotein und kénnen so ihre Kinasen ber einen

langen Zeitraum inhibieren. Die Inhibierung wird erst durch die Translation neuer Proteine
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revidiert. Obwohl die absolute Unterdriickung von Enzymen potentiell positiv in der
Bekampfung von Tumorerkrankungen sein kann, werden hdhere on-target Toxizitaten mit
kovalenten Inhibitoren in Verbindung gebracht [19]. Einige Inhibitoren konnen auch
spezifische Funktionen wie Dimerisierung, Translokation oder Protein-Protein Interaktion
beeinflussen und ihre Zielproteine so inhibieren.

Die ersten niedermolekularen Inhibitoren konnten VEGF und andere Rezeptor- und nicht-
Rezeptor-Tyrosinkinasen inhibieren [15]. Da VEGF eine wichtige Rolle in Angiogenese,
Zelluberleben, Vasodilatation und kardialer Kontraktion spielt, ist es nicht verwunderlich, dass
seine Inhibierung zu on-target Nebenwirkungen fiihrt, wie Bluthochdruck, Thromboembolien
und kardialer Dysfunktion. Ein h&ufiges Ziel von niedermolekularen Chemotherapeutika sind
auch die zentralen Signalkaskaden PI3K/AKT und die MAPK-Signalkaskade. Da diese
Signalwege eine Reihe an Zellfunktionen beeinflussen wie Proliferation, Apoptose und
Metabolismus, sind sie hdufig in die Entstehung von Krebs involviert und bilden ein
vielversprechendes Target. Die weitgefacherten Funktionen dieser Signalkaskaden fiihren
allerdings schnell zu unerwiinschten Nebeneffekten; aulRerdem flihrt die schlechte Selektivitat
von niedermolekularen Inhibitoren zusatzlich zu einer Reihe von off-target Effekten, die

ebenfalls zu ihrer Kardiotoxizitét beitragen [15,20].

1.1.1 Fur die Krebstherapie zugelassene Wirkstoffe

Doxorubizin

Doxorubizin ist ein Anthrazyklin und ein potentes Chemotherapeutikum, das zur
Behandlung einer Vielzahl von Krebserkrankungen wie Brustkrebs, Lungenkrebs und
Lymphomen eingesetzt wird. Es wurde bereits 1974 von der FDA zur Behandlung von
Tumoren in Erwachsenen und Kindern zugelassen. Doxorubizin ist ein Topoisomerase Il
Hemmer, der in die DNA interkaliert und so die DNA-Replikation stort, die Proteinbiosynthese
inhibiert, reaktive Sauerstoffradikale (ROS) bildet und damit Apoptose einleitet [21].

Doxorubicin wird intravends verabreicht und erreichte in ersten Studien im Menschen bei
einer Dosis von 75 mg/m? eine maximale Serumkonzentration (Cmax) von 5 uM [22]. Die
Anwendung an Patienten hat gezeigt, dass Doxorubizin akute oder kumulativ dosisabhéngige
Kardiotoxizitdt verursacht und zu Kardiomyopathie, verringertem Auswurfvolumen und
Herzversagen fiihren kann. Die Inzidenz von akuter Kardiotoxizitat (11 %) ist sehr viel hoher
als chronische (1,7 %) und kann in der Regel innerhalb der ersten Tage der Therapie erkannt
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werden und umfasst Myoperikarditis, Palpitationen, Tachykardie und Arrhythmien. Chronische
Kardiotoxizitét tritt seltener auf und ihre Inzidenz ist stark dosisabhangig, zeigt sich aber meist
erst Monate bis Jahre nach der letzten Dosis Verabreichung. Die Wahrscheinlichkeit einer
chronischen Kardiotoxizitat hdngt von verschiedenen Faktoren ab, wie der dosisabhangigen
Schédigung der Zellen, dem Einsatz von Kombinationstherapien, dem Alter des Patienten und
Vorerkrankungen [23]. Wie genau die Kardiotoxizitat von Doxorubizin vermittelt wird, ist nach
wie vor nicht hinreichend geklart. Autophagie, Mitophagie, ROS Produktion und induzierte
Apoptose wurden als mégliche Ursachen untersucht [24-27].

Sorafenib (Nexavar)

Sorafenib ist seit 2005 von der FDA (Food and Drug Administration) als
Tumortherapeutikum fir Nieren-, Leber- und Schilddriisenkrebs zugelassen. Es handelt sich
um einen Multikinase-Inhibitor, der unter anderem Raf-Kinasen (C-Raf, 1Cso: 6 nM; B-Raf,
ICs0: 22 nM), VEGF-Rezeptoren (VEGFR, ICso: 15 nM) und Rezeptoren fiir Platelet-derived
growth factors (PDGFR, ICso: 57 nM) inhibiert [28]. Es besitzt eine hohe Effektivitat gegen C-
Raf und die krebsinduzierende Mutation V600E von B-Raf. Sorafenib inhibiert B-Raf durch
die Bindung an die inaktive Form des Proteins und verhindert so eine Konformationsédnderung
zur aktiven Form [28-30].

In mehreren klinischen Phase 1 Studien wurden die pharmakokinetischen Eigenschaften von
Sorafenib untersucht. Die hochste Serumkonzentration im Menschen wurde bei einer Dosis von
400 mg bei einem Zeitplan von 21 Tagen mit und 7 Tagen ohne Medikation gemessen. Am
letzten Tag der Zyklus lag der cmax bei 10 mg/L (21,5 uM). Eine langere Behandlung oder
hohere Dosis erhdhten den cmax nicht. Die Halbwertszeit der Substanz im Korper schien nicht
von der Dosis abzuh&ngen und lag durchschnittlich bei ca. einem Tag. Der AUCo-12 von
Sorafenib wurde bei der zuvor genannten Dosis und Zeitplan mit 24 mg*h/L bestimmt. Es
konnte kein Zusammenhang zwischen Dosis und Gesamtheit der Nebenwirkungen beobachtet
werden [31].

Sorafenib besitzt eine Reihe maglicher Nebenwirkungen, die unter anderem auch das Herz
betreffen. Die hdufigste Nebenwirkung ist Bluthochdruck (>10 %), dessen Ursache auf die
on-target Inhibierung des VEGF-Rezeptors zuriickzufiihren ist. Mit geringerer Frequenz
(1-10 %) treten Myokardinfarkt, koronare Herzerkrankung und Herzinsuffizienz auf
[16,32,33]. Die Ursachen, die zu diesen schwerwiegenden Kardiotoxizitaten fiihren, sind nach

wie vor umstritten. Unter anderem scheint Sorafenib das Uberleben von Endothelzellen zu
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reduzieren und durch C-Raf Inhibierung eventuell eine Kardiomyozyten-Schéadigung zu
verursachen [34]. Es wurde gezeigt, dass Sorafenib zu einer erhéhten ROS Produktion in den
Zellen fihrt und so eventuell seine zytotoxische Wirkung sowie mitotoxische Effekte
vermittelt. Zusatzlich wurde Sorafenibs Einfluss auf die Calciumhomdostase festgestellt, was

zu den in Patienten beobachteten Veranderungen in der Herzfunktion passt [35,36].

Doxorubicin Sorafenib

Abbildung 2 Strukturen der von der FDA zugelassenen Wirkstoffe Doxorubicin und Sorafenib.

1.2 Die PISK/AKT Kaskade

Die PI3K/AKT Kaskade ist ein intrazellularer Signalweg, dessen Aktivierung das
Zelliiberleben fordert, indem es zellulare Wachstumsfaktoren aktiviert und durch die
Inaktivierung von pro-apoptotischen Proteinen den Zelltod verhindert [37]. Phosphoinositid-3-
Kinasen (PI3K) kdnnen durch verschiedene Transmembranrezeptoren aktiviert werden. Hierzu
gehdren u.a. Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTKS), Integrine, B- und T-Zellrezeptoren und
G-Protein gekoppelte Rezeptoren (GPCRs). PI3Ks gehdren zur Familie der Lipidkinasen und
phosphorylieren die 3°-OH Gruppe am Inositolring von Inositol-enthaltenden Phospholipiden
[38]. Nach Aktivierung der PI3K durch entsprechende Rezeptoren phosphoryliert diese
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) zu Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat (PIP3)
(Abb. 3). PIPs kann eine Reihe verschiedener Proteine rekrutieren und aktivieren, darunter auch
AKT [39]. AKT ist der Dreh- und Angelpunkt dieser Kaskade und beeinflusst eine Reihe an
Zellfunktionen durch die Phosphorylierung und meist Inhibierung von einer breiten Auswahl

an Zielproteinen [40,41].
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1.2.1 AKT

Die Kinase AKT, auch Protein Kinase B (PKB) genannt, erhielt ihren Namen urspriinglich
durch das transformierende Retrovirus AKT8. AKT8 wurde 1977 aus der Mauslinie AKR als
Onkogen isoliert und spater dazu verwendet, die Gensequenzen fir AKT 1 und 2 in einer
menschlichen Genbibliothek zu identifizieren [42,43].

AKT st eine Serin/Threonin Kinase, von der drei Isoformen mit sehr homologen
Aminosauresequenzen existieren (AKT1-3/PKBa/B/y). AKT1 wird nahezu ubiquitar in allen
Zelltypen exprimiert; AKT2 liegt hauptséchlich in insulinsensitiven Geweben vor, wie der
Leber, Skelettmuskeln und Fettgewebe; AKT3 findet sich vorwiegend im Gehirn und in den
Hoden [44]. Zusétzlich unterscheiden sich die Isoformen in ihrer subzelluldren Lokalisation.
AKT1 befindet sich hauptséchlich im Zytosol, wahrend AKT3 vorwiegend im Zellkern und
dessen Membran zu finden ist; AKT2 lokalisiert sich im Zytosol nahe der Zellkernmembran
und Mitochondrien [45,46]. Zudem zeigten Knock-out Versuche in Madusen, dass eine Deletion
von AKT2 und 3, einzeln und gleichzeitig, nicht letal sind, jedoch zu starken Einschrankungen
in der Entwicklung und zu Morbiditaten bei den Tieren fiihrten. Eine Deletion von AKT1
erwies sich als embryonal letal. Dies weist darauf hin, dass nicht alle Funktionen von AKT in
den einzelnen Isoformen redundant sind. Was genau die spezifischen Funktionen der Isoformen
sind, unabhéngig von ihrer Lokalisation, ist bisher noch ungeklart [46].

Viele Studien behandeln die drei Isoformen von AKT jedoch als funktionell redundant und
betrachten diese daher nicht individuell. Im weiteren Verlauf dieser Arbeit bezeichnet die
Abkirzung AKT daher vornehmlich AKT1, schlielit AKT2/3 allerdings nicht kategorisch aus.
Phosphorylierungsstellen und dhnliches beziehen sich ebenfalls auf AKT1 und kénnen fir die
anderen Isoformen leicht abweichen.

AKT besteht aus 3 strukturell distinguierten Doménen und weist hohe strukturelle
Ahnlichkeit zu den Protein Kinasen A (PKA) und C (PKC) auf. Die N-terminale
Pleckstrin-Homologie (PH) Doméne bestent aus 100 Aminosauren und interagiert mit
membrangebundenen Phospholipiden wie PIP3 und PIP2. Die mittlere Doméne von AKT ist die
Kinasedomane, welche wie andere AGC Proteinkinasen ein regulatorisches Threonin (Thr308)
beinhaltet, dessen Phosphorylierung fur die Aktivierung von AKT nétig ist. Die
40 Aminoséauren lange C-terminale Doméne von AKT formt eine hydrophobe Einkerbung im
Protein und beinhaltet ein regulatorisches Serin (Ser473), dessen Phosphorylierung zu einer
Konformationsédnderung des Proteins und somit zur Aktivierung der Kinasefunktion fiihrt
[41,47,48].
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Uber die Bindung der PH-Domane an PIP3 kommt es zu einer Konformationsanderung von
AKT und die Kinase wird an die Plasmamembran rekrutiert. Dort wird AKT von der
Phosphoinositol-abh&ngigen Kinase-1 (PDK1) an Thr308 phosphoryliert (Abb. 3) [44]. Zur
vollstandigen Aktivierung von AKT bedarf es jedoch einer weiteren Phosphorylierung an
Ser473. Eine Reihe verschiedener Kinasen sind in der Lage AKT an dieser Stelle zu
phosphorylieren, hierzu gehdren der Mechanistic Target of Rapamycin Complex 2 (mMTORC2)
als auch PDK1 und AKT selbst. Eine Bindung an verschiedene Proteine wie der
extrazellulérsignal-regulierten Kinase 1 und 2 (ERK1/2), Hsp90, Hsp27 oder Aktin helfen die
Aktivitat von AKT zu regulieren. Phosphoryliertes und somit aktiviertes AKT hat ein weites
Spektrum an Substraten, die sich sowohl in der Plasmamembran, dem Zytosol als auch dem
Zellkern befinden und eine groRe Anzahl an zelluldren Prozessen beeinflussen, wie

Zelliiberleben und —tod sowie Zellwachstum und Proliferation [41].

1.2.2 Nachgeschaltete Zielproteine von AKT

Neben Zelllberleben, -wachstum und -proliferation beeinflusst AKT verschiedene zellulare
Funktionen, unter anderem den Glukosemetabolismus, die Proteinexpression und die Migration
(Abb. 3). So nimmt AKT zum Beispiel Einfluss auf den ubiquitdar vorkommende
Transkriptionsfaktor nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells (NF-xB)
Signalweg, der eine wichtige Rolle in der Immunantwort und Entziindungsreaktion des Korpers
spielt. NF-xB beeinflusst zusétzlich die Zellproliferation und die Apoptose. Weitere
Signalwege, die durch AKT beeinflusst werden, sind der Gber GSK3 vermittelte Einfluss auf
die Glykogensynthese und der p53 Signalweg, der die Zellzyklusprogression beeinflusst und
als Tumorsuppressor agiert [49,50].

Zelliiberleben und —tod

Durch Wachstumsfaktoren vermittelte Aktivierung des AKT Signalwegs kann zu einer
Unterdriickung der Apoptose und dadurch verstarktem Uberleben der Zellen fithren. Hierbei
phosphoryliert AKT das pro-apoptotische Protein Caspase-9, ein wichtiger Bestandteil der
apoptotischen Cytochrom-c/APATf-1/Caspase-9 Signalkaskade, welches so inaktiviert wird und
den Signalweg negativ reguliert [41,51].

Die Phosphorylierung weiterer direkt oder indirekt an der Apoptose beteiligter Proteine wie
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des Bcl-2-Antagonist of Cell Death (BAD) und des Forkhead-Box-Protein O1 (FOXO1) durch
AKT verstarkt die anti-apoptotische Wirkung zuséatzlich. BAD bindet und deaktiviert in seinem
unphosphorylierten Zustand das anti-apoptotische Protein B-Zell Lymphom 2 (Bcl-2). Nach
der Phosphorylierung durch AKT kann BAD das anti-apoptotische Protein nicht mehr binden
und die Apoptose wird so gehemmt. Der pro-apoptotische Transkriptionsfaktor FOXO1 wird
durch die AKT vermittelte Phosphorylierung inhibiert. FOXO1 vermittelt seine
pro-apoptotische Wirkung durch die Hoch- und Herunterregulation verschiedener pro- und
anti-apoptotischer Proteine [40,52].

Zellwachstum und Proliferation

Ein direktes Phosphorylierungsziel von AKT ist das Tuberin (Tuberous Sclerosis
Complex 2; TSC2), das unphosphoryliert an der Zellmembran mit Harmatin (Tuberous
Sclerosis Complex 1; TSC1) kolokalisiert. Tuberin ist ein GTPase aktivierendes Protein (GAP)
und inhibiert die kleine GTPase Ras homolog enriched in brain (Rheb), ein wichtiger Aktivator
fiir den Mechanistic Target of Rapamycin Complex 1 (mTORC1). Nach Phosphorylierung von
Tuberin durch AKT transloziert dieses in das Zytosol, wodurch es die Transkription nicht mehr
inhibieren kann. Rheb kann nun mTORC1 aktivieren, was weitere Proteine wie die
p70 S6 Kinase (p70S6K1) und das eukaryotischer Initialisierungsfaktor 4E bindendes Protein
(4EBP1) aktiviert und so die Zellproliferation beeinflusst [41,53,54]. Ein negativer Regulator
von mTORC1 ist das prolinreiche AKT1 Substrat 1 (PRAS40), das ebenfalls direkt von AKT
phosphoryliert werden kann. Nach seiner Phosphorylierung an Thr246 durch AKT, wird es
zusétzlich durch mTORC1 an Ser183 phosphoryliert, wodurch es vom mTOR Komplex
dissoziiert und seine inhibierende Wirkung aufgehoben wird. So wird durch die Aktivitat von
AKT ein mTOR inhibierendes Protein inaktiviert, so dass mTOR aktiviert wird [41,55].

Ein weiteres Zielprotein ist die Glykogensynthase-Kinase 3 (GSK3), ein Protein, das
verschiedene Zielproteine phosphorylieren kann, wodurch diese meist inhibiert werden. Neben
seiner Funktion im Glukosemetabolismus ist die GSK3 ein Bestandteil verschiedener
intrazellularer Signalwege, die unter anderem Proliferation, Migration und Apoptose
beeinflussen. Hierzu gehoren unter anderem das Zellzyklus vorantreibende Protein CyclinD1
und das an der mRNA Translation beteiligte Protein 4EBP1[56,57].
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1.2.3 Inaktivierung der PISK/AKT/mTORC1 Kaskade

Da die PIBK/AKT Kaskade ein weites Spektrum an Funktionen hat und viele Proteine
beeinflussen kann, ist eine strikte Regulation und sensitive Deaktivierung an verschiedenen
Stellen der Kaskade unerl&sslich. Eine friihe Unterdruckung dieses Signalwegs bereits am
Anfang der Kaskade erfolgt durch das Phosphatase- und Tensinhomolog (PTEN). PTEN ist
eine duale Lipid- und Proteinphosphatase, deren primares Ziel PIPz ist. PTEN dephosphoryliert
PIP3 zu PIP2 und inhibiert so die PI3BK/AKT/mTORC1 Kaskade [20,58,59].

Ein weiterer Deaktivierungsmechanismus ist die Dephosphorylierung von AKT durch die
PH domain and leucine-rich repeat protein phosphatases (PHLPP) und die Protein-
phosphatase 2A (PP2A). Beide Isoformen von PHLPP (PHLPP1/2) dephosphorylieren AKT an
der Stelle Ser473, unterscheiden sich jedoch in ihrer Affinitat zu den unterschiedlichen AKT
Isoformen. PP2A dephosphoryliert AKT hauptséchlich an der Stelle Thr308, kann allerdings
auch Ser473 dephosphorylieren [47,59].
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Abbildung 3 Der PIBK/AKT/mTOR Signalweg wird durch die Stimulation von Rezeptor-Tyrosinkinasen
(RTK) aktiviert und fuihrt zu einer Phosphorylierung von Phosphoinositol-2-Phosphat (PIP,) zu Phosphoinositol-
3-Phosphat (PIP3) durch die Phosphoinositol-3-Kinase (PI3K). PIP3 bindet sowohl AKT als auch Phosphoinositol-
abhéngigen Kinase 1 (PDK1), welche AKT an der Stelle Thr308 phosphoryliert. Eine fur die vollstandige
Aktivierung von AKT notwendige zweite Phosphorylierung an Ser473 wird u.a. durch den mechanistic target of
rapamycin complex 2 (MTORC?2) oder AKT selbst durchgefiihrt. Das aktivierte AKT phosphoryliert verschiedene
Zielproteine, die Einfluss auf zellulare Prozesse wie Uberleben, Zellwachstum und Proliferation haben. Durch die

Aktivierung von AKT wird mTORC1 indirekt aktiviert und beeinflusst die Proliferation und das Zellwachstum.

1.2.4 Die Rolle der PI3BK/AKT/mTORC1 Kaskade in Tumorerkrankungen

Die PIBK/AKT/mTORCL1 Signalkaskade ist eine der Kaskaden, deren Dysregulation eine
der hé&ufigsten Ursachen fir Tumorerkrankungen ist, da AKT die Proliferation, die
Zellzyklusprogression und die Apoptose beeinflusst [60,61]. Am haufigsten sind es die Proteine
PTEN und PI3K, die im Falle von Krebserkrankungen mutiert sind. Die PTEN Aktivitat wird

durch Mutationen gehemmt und fuihrt zu einem Verlust der negativen Regulation und somit zu
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einer Erhéhung der PI3K Aktivitat. Eine kanzerogene Mutation der PI3K selbst (e.g. E542K,
E545K, H1047R) flhrt zu erhohter katalytischer Aktivitat und einer Verstarkung des Signals
der nachgeschalteten Kaskade [20,58]. Mutationen im AKT Protein selbst sind im Vergleich zu
Amplifikation, Phosphorylierung und Uberexpression von AKT eher selten in
Krebserkrankungen zu finden, sind aber dennoch ein relevanter Faktor [62,63]. AKT1 weist die
hdchste Inzidenz an Mutationen unter den AKT Isoformen auf. Es sind verschiedene
funktionelle Mutationen von AKT1 bekannt. Die wahrscheinlich h&ufigste Mutation ist
AKT1EYK die sich in der Lipidbindetasche des Proteins befindet und zu einer pathologischen
Lokalisation der Kinase an der Zellmembran flihrt, wo sie konstitutive aktiv ist [64,65].

Zusatzlich zu seiner eigenen kanzerogenen Wirkung bei Dysregulation, tragt die PISK/AKT
Signalkaskade stark zur Entwicklung von Chemoresistenzen bei [66-68]. Eine Hochregulation
von AKT kann durch Mutationen im AKT Signalweg oder als Folge von anderen karzinogenen
Mutationen auftreten. Die gesteigerte Aktivitdt dieses Signalwegs kann die Proliferation von
Krebszellen unterstiitzen und die Apoptose unterdriicken, die zur Tumorbehandlung durch
Chemotherapeutika in Krebszellen induziert werden soll, und so die Wirksamkeit der
Krebstherapie signifikant reduzieren. Eine Kombination von Chemotherapeutika mit
PI3K/AKT-Inhibierenden Wirkstoffen verspricht eine bessere Behandlung von Tumoren und
eine effiziente Vermeidung von Chemoresistenzen. Die Kombinationstherapie von
Chemotherapeutika mit AKT-Inhibitoren wird bereits in verschiedenen Tumoren, vor allem in
Brustkrebs, untersucht und empfohlen [63,68,69].

Ein potenzielles Ziel fur Krebstherapien im PI3K/AKT Signalweg stellt mTORCL1 dar, da es
aufgrund seiner Rolle in Zellwachstum und Proliferation ein wichtiger Angelpunkt in der
Tumorgenese ist. In der Vergangenheit wurde versucht, mMTORCL1 mittels Rapamycin-basierter
allosterischer Inhibitoren zu hemmen. Allerdings war diese Inhibierung von mTORC1
unvolistandig und zeigte unzureichende klinische Erfolge [70]. Zusétzlich vermittelt mMTORC1
Uber IGFRs und andere RTKs wichtige negative Feedbackschleifen, deren Hemmung und
daraus resultierende Aktivierung ihrer Zielsignalkaskaden, zum Beispiel PI3K/AKT und
Raf/MEK/ERK, pro-proliferative Wirkung und Arzneimittelresistenz hervorrufen kann [71].
Um diese Feedbackschleifen nicht zu beeintrachtigen, werden alternativ die vorgeschalteten
Signale als Angriffspunkte gewahlt. So hat AKT in den letzten Jahren zunehmend mehr
Aufmerksamkeit in der Krebstherapie erhalten. Die Inhibierung von AKT kann in zwei
Mechanismen unterschieden werden. Allosterische Inhibitoren wie MK-2206, BAY 1125976,

ARQ-751 und Miransertib blockieren die PH-Doméne und verhindern so die Rekrutierung an
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die Zellmembran, wodurch AKT nicht phosphoryliert und aktiviert werden kann. Daneben
existieren ATP-kompetitive AKT-Inhibitoren wie Afuresertib, Capivasertib, GSK2141795 und
Ipatasertib, die die ATP-abhéngige Aktivierung der Kinasedoméne von AKT-Inhibieren. Viele
dieser Inhibitoren befinden sich in klinischen Studien der Phase 1 und 2 und werden in
Monotherapie oder in Kombination mit anderen Inhibitoren in verschiedenen
Tumorerkrankungen getestet [64]. Auf die in der Arbeit verwendeten Inhibitoren wird im
Folgenden genauer eingegangen. Es wurden Capivasertib und Ipatasertib als exemplarische
Inhibitoren flr die ATP-kompetitive Inhibierung von AKT gewéhlt, die allosterischen

Inhibitoren Miransertib und MK-2206 sowie der kovalent allosterische Inhibitor Borussertib.

1.2.5 AKT-Inhibitoren

Borussertib

Borussertib ist ein kovalenter allosterischer Inhibitor von AKT. Er bildet einen irreversiblen
Komplex mit AKT und stabilisiert so dessen inaktive Form. Borussertib bindet dabei zwischen
der Kinasedomane und der PH-Doméne von AKT. Die Bindung wird durch kovalente Bindung
eines elektrophilen Warheads zu Cys296, Wasserstoffbriickenbildung zu verschiedenen
Aminosduren und n-t Wechselwirkungen mit Trp80 von AKT stabilisiert. In zellfreien Assays
inhibierte Borussertib AKT mit einem 1Cso von 0,8 nM und hat damit einen viel hohere
Effektivitét als andere allosterische AKT-Inhibitoren [72,73]. Ebenso erwies sich Borussertibs
antiproliferative Wirkung in verschiedenen Krebszelllinien als effektiver als andere aktuell in
Klinischen Studien befindliche AKT-Inhibitoren. Besonders in Brustkrebszelllinien zeigte
Borussertib signifikant bessere Aktivitat im Vergleich zu anderen AKT-Inhibitoren [73]. Da zu
Borussertib noch keine klinischen Studien durchgefiihrt wurden, ist noch nichts tber die
Pharmakokinetik und die Nebenwirkungen, insbesondere zur Kardiotoxizitat, im Menschen

bekannt.

Capivasertib (AZD-5363)

Capivasertib ist ein hochselektiver, oral bioverfligbarer ATP-kompetitiver Inhibitor von
AstraZeneca, der alle drei Isoformen von AKT (AKT1-3) mit ahnlicher Effizienz hemmen kann
[74,75]. Es handelt sich um eine niedermolekulare Verbindung, die die Kinasefunktion von
AKT hemmt, ohne die Phosphorylierung von AKT selbst zu unterbinden. In zellfreien Assays

zur Kinasehemmung inhibierte Capivasertib AKT mit einem ICso von 0,9 nM [73], allerdings
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zeigte es auch eine inhibierende Wirkung von nahezu gleicher Auspragung gegen PKA,
P70S6K und verschiedene weitere Mitglieder der AGC Familie [74].

In Phase 1 Studien zur Pharmakokinetik von Capivasertib erreichte es bei einer Dosis von
480 mg eine maximale Serumkonzentration von 3,33 uM und eine AUC von 7,95 pM*h/ml
[76]. Capivasertib wird zurzeit in klinischen Phase 2 Verfahren in Kombination mit dem
Zytoskelett-Inhibitor Paclitaxel oder dem Antidstrogen Fulvestrant an Brustkrebspatienten
getestet. In beiden Kombinationstherapien zeigte die Kombination mit Capivasertib gute
Vertraglichkeit und signifikant langeres progressionsfreies Uberleben der Patienten. Es wurde
keine akute Kardiotoxizitat beobachtet, allerdings wurde diese auch nicht gesondert betrachtet
[38,77-79].

Ipatasertib (GDC-0068)

Ipatasertib ist ein ATP-kompetitiver Inhibitor von AKT1-3, entwickelt von Genetech. Dieser
Inhibitor greift bevorzugt die aktive Form von AKT (pAKT) an und zeigte in zellfreien
Inhibierungsassays einen ICso von 3,5 nM und eine fast 100-fach hoherer Selektivitét als andere
strukturahnliche Kinasen [73]. Die hohe Selektivitit von Ipatasertib gegen AKT macht es zu
einem vielversprechenden zukinftigen Therapeutikum. Klinische Phase 1 Studien zeigten, dass
Ipatasertib im Menschen eine maximale Serumkonzentration von bis zu 1,83 pM erreichen
kann [60], allerdings eine gute Vertraglichkeit besitzt und nur geringe Nebenwirkungen bei
Patienten hervorruft. Die schwerwiegendsten Nebenwirkungen waren Bluthochdruck und
Ausschlag, wobei diese im Vergleich zu anderen PI3K oder AKT-Inhibitoren gering waren
[60]. Weiterfiihrende klinischen Phase 2 Studien von Ipatasertib in Kombination mit Paclitaxel
bei Brustkrebspatienten oder in Kombination mit dem Steroid Abirateron bei
Prostatakrebspatienten zeigten ebenfalls signifikant bessere Ergebnisse im Vergleich zur
Placebo-Kontrollgruppe. In keiner Studie wurden bisher kardiotoxische Nebenwirkungen, die
uber Bluthochdruck hinausgingen, beobachtet [80-82].

Miransertib (ARQ-092)

Miransertib ist ein oral verfligbarer, hochselektiver allosterischer AKT1-3 Inhibitor, der
auch die Mutante AKT1E7X bindet. Miransertib verhindert die Translokation von inaktivem
AKT zur Zellmembran, wo es phosphoryliert und somit aktiviert werden kann. Zusétzlich
verstérkt es die Dephosphorylierung von aktivem AKT, was die Aktivitat von AKT in der Zelle
stark reduziert [83,84]. Es inhibierte die Aktivitat von AKT in zellfreien Assays mit einem ICso
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von 1,4nM [73] und zeigte in verschiedenen Krebszelllinien gute antiproliferatorische
Wirkung, insbesondere in Zellen mit einer Mutation in der katalytischen Untereinheit A von
PI3K [84]. In klinischen Phase 1 Studien in Patienten mit fortgeschrittenen soliden Tumoren
erreichte Miransertib eine maximale Serumkonzentration von 1,5 uM [85]. Miransertib wird
neben seiner Tumorsuppression aktuell auf seine therapeutische Wirkung in
Sichelzellenandamie und dem vermutlich durch AKT1-Mutation verursachten Proteussyndrom
untersucht [83,86-89].

MK-2206

MK-2206 ist ein oral verabreichter, allosterischer AKT-Inhibitor, der PH-Domaénen
abhéngig an AKT bindet. MK-2206 bindet in der regulatorischen PH-Doméane und der
katalytisch aktiven Kinasedomane und stabilisiert so die inaktive Konformation von AKT. Es
inhibiert AKT mit einem ICso von 10 nM in zellfreien Assays [90]. In préklinischen Studien
wurde MK-2206 in Kombination mit verschiedenen Krebstherapeutika gegen unterschiedliche
Krebszelllinien untersucht. Diese Kombinationen zeigten in in vitro Studien vielversprechende
synergistische Wirkungen [91]. In klinischen Phase 1 Studien zeigte sich fiir MK-2206 ein Cmax
von 571 nM bei einer Dosis von 200 mg, was fiir einen Kinaseinhibitoren vergleichsweise
niedrig ist [92]. Obwohl Phase 1 Studien von MK-2206 in Kombination mit verschiedenen
Wirkstoffen eine gute Toleranz und tendenziell bessere antiproliferatorische Wirkung zeigten
als die Einzeltherapien [92-96], konnten diese Ergebnisse in Phase 2 Studien nicht bestatigt
werden und es wurde keine Verbesserung der Effektivitat durch Kombination mit MK-2206
beobachtet [97-99]. In den verschiedenen Studien traten Nebenwirkungen wie Ausschlag,
Mudigkeit und Diarrhd am h&ufigsten auf. Eine Auswirkung auf Herzparameter konnte nur in
Kombination mit Lapatinib beobachtet werden, kann aber nicht auf MK-2206 alleine

zuriickgefuhrt werden [92-99].
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MK-2206 Miransertib

Abbildung 4 Strukturen der verschiedenen AKT-Inhibitoren.

1.3 Die MAP-Kinase Signalkaskade

Die Mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAPK) sind eine Klasse von Kinasen, die spezifisch
die Aminosduren Serin und Threonin phosphorylieren. Sie stehen am Ende des MAPK
Signalwegs, der aus einer Kinase-Kaskade besteht, in der sich die Kinasen sequenziell
phosphorylieren. Es existieren verschiedene MAPK-Signalkaskaden, welche sich in ihrer
Struktur sehr dhneln, allerdings unterschiedliche zelluldre Prozesse regulieren, wie
Proliferation,  Zellteilung und  -differenzierung, = Apoptose,  Zellzyklus, und
Entzlindungsregulation. Die verschiedenen MAPK-Signalwege bestehen aus jeweils drei
Komponenten, den MAPK-Kinase-Kinasen (MAP3K), den MAPK-Kinasen (MAP2K) und
schlielich den MAPK. Den Anfang der Signalkaskade bilden somit die MAP3K, hierzu
gehdren zum Beispiel A/B/C-Raf, MEKK1-4 und ASK1/2. Die Aktivierung der MAP3K kann
durch eine Reihe von Signalen erfolgen, u.a. GPCRs, RTKs sowie oxidativen- oder
physiologischen Stress. Nach der Aktivierung der MAP3K phosphorylieren diese die ihnen
nachgeschalteten MAP2K (u.a. MAPK/ERK Kinase 1/2 (MEK1/2), MKK3-7) und diese
schlielich die MAPKSs. Die am besten untersuchten MAPKSs in eukaryotischen Zellen sind
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ERK1/2, INK und p38. Nach Aktivierung der MAPKSs kdnnen diese verschiedene Zielproteine
im Zytosol sowie im Zellkern phosphorylieren und so zahlreiche Zellprozesse beeinflussen
[100,101].

1.3.1 Raf/MEK/ERK Signalweg

Die Raf/MEK/ERK Kaskade ist eine MAPK-Signaltransduktionskaskade, die in
eukaryotischen  Zellen zellulare Prozesse wie zum Beispiel Proliferation und
Zelldifferenzierung regulieren kann. Werden RTKSs durch Substrate wie den epidermalen
Wachstumsfaktor (EGF) aktiviert, fuhrt das zur Phosphorylierung des Rezeptors und zur
Rekrutierung des Wachstumsfaktor-Rezeptor-gebundenen Proteins 2 (GRB2) und schliellich
zur Bindung des son of sevenless (SOS) (Abb. 5). SOS ist ein Guanosintriphosphat (GTP-)
Austauschfaktor, der Guanosindiphosphat (GDP) von einem Ras Protein I6st, das nun durch
Bindung von GTP wieder aktiviert wird [102].

Aktives Ras aktiviert die Kinase Raf, die als MAP3K MEK phosphorylieren kann und so
diesen MAPK-Signalweg startet. Raf Proteine sind Serin/Threonin Kinasen. Aus der Raf
Familie sind drei strukturell &hnliche Isoformen bekannt: C-Raf (auch Raf-1), B-Raf und A-Raf.
A-Raf zeigt hierbei die geringste Kinaseaktivitat im MAPK-Signalweg und besitzt vermutlich
andere Funktionen, die allerdings weitgehend unbekannt sind. Die anderen Isoformen zeigen
hohe Aktivitdt in der ATP-abhé&ngigen Phosphorylierung von MEK1/2 an den Stellen
Ser218/S222 und S222/S226. MEK1/2 sind bisher die einzigen bekannten Substrate von Raf
[100,102-104].

MEKZ1/2 sind hochspezifische Kinasen, deren einzige Zielproteine ERK1/2 sind [101].
MEKZ1/2 sind dual-spezifische Kinasen aus der Familie der Protein-Serin/Threonin Kinasen.
MEK1 und MEK2 haben MolekilgroRen von 45kDa und 46kDa, respektive, besitzen tber
85 % Homologie zueinander und werden ubiquitar exprimiert [101]. Beide Proteine besitzen
eine regulatorische N-terminale Domane, die eine nukledre-Exportsequenz (NES) und eine
ERK-bindende Region beinhaltet, eine katalytische Kinasedoméne und eine kurze C-terminale
Region [100]. Sie binden ERK1/2 und phosphorylieren dieses am TEY-Motiv (Thr183 und
Tyrl185 in murinem ERK2, Thr202/187 und Tyr204/187 in humanem ERK1/2) [100].

ERK1/2 besitzen im Gegensatz zu Raf und MEK1/2 viele verschiedene Zielproteinen im
Zytosol und im Nukleus [102-104]. Die Substratwahl von ERK1/2 wird vermutlich durch die
Art des aktivierenden Stimulus beeinflusst. Lorenz et al. zeigten, dass die Aktivierung der
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Raf/MEK/ERK Kaskade entweder durch einen hypertrophen oder nicht-hypertrophen Stimulus
erfolgen kann. Nicht-hypertrophe Stimuli flhren zur Phosphorylierung des TEY-Motives von
ERKZ1/2 durch MEK1/2 und ermdglichen die Phosphorylierung von Substraten im Zytosol wie
p90RSK und P70S6K1. P9ORSK unterstiitzt Zelltiberleben, Zellwachstum und Proliferation,
wohingegen p70S6K1 an der Proteinbiosynthese beteiligt ist [105]. Ein hypertropher Stimulus
flhrt neben der Phosphorylierung am TEY-Motiv auch zur Autophosphorylierung von ERK1/2
an der Stelle Thr208/Thr188 [106]. Dreifach phosphoryliertes ERK1/2 kann in den Zellkern
translozieren, wo es verschiedene Zielproteine wie c-Myc, ETS-like Protein (ELK1) und die
Mitogen- und Stressaktivierte Kinase 1 (MSK1) phosphorylieren kann [106,107]. c-Myc ist ein
proto-Onkogen, welches die Expression von etwa 15 % aller menschlichen Gene reguliert.
ELKZ1 ist ein Transkriptionsfaktor, der die Transkription verschiedener Proteine beeinflusst,
den Calcium-Haushalt beeinflusst und das Zellwachstum unterstiitzt. MSK1 ist eine Kinase der
RSK Familie und reguliert Genexpression durch Phosphorylierung von Transkriptionsfaktoren
und Chromatin-assoziierten Proteinen [105,108].

Zur genauen Regulation dieses vielféltigen Signalweges dienen neben der sehr spezifischen
Aktivierung von ERK1/2, eine Vielzahl von Phosphatasen, die auf die Aktivitat der MAPK
Einfluss nehmen kénnen (Abb. 5). Die wichtigste Gruppe bilden hier die MAPK-Phosphatasen
(MKPs), eine Untergruppe der dualspezifischen Phosphatasen (DUSPs), die sowohl im Zytosol
(DUSP6/MKP-3, DUSP7, DUSP9/MKP-4) als auch im Zellkern (DUSP1/MKP-1, DUSP2,
DUSP4/MKP-2, DUSP5) vertreten sind und ERK1/2 am TEY Motiv dephosphorylieren
kénnen [109-111]. Die strukturell sehr &hnlichen MKPs weisen ein Kinase-Interaktionsmotiv
(KIM) im N-terminalen Bereich auf, das die Starke und Spezifitdt der Bindung zu den
verschiedenen MAPKSs bestimmt. Die vorwiegend positiv geladenen Aminosduren in der KIM
von DUSP6/MKP-3 ermdglichen eine spezifische Bindung an ERK1/2 sowohl in vitro als auch
in vivo. DUSP6/MKP-3 besitzt zusétzlich eine nukleare Exportsequenz, die die Aktivitat von
DUSP6/MKP-3 ausschliel’lich auf das Zytosol beschrankt. DUSP5 besitzt eine ahnlich hohe
Spezifitdt fur ERK1/2, beinhaltet allerdings eine nukleare Lokalisationssequenz, die die
Phosphatase im Zellkern lokalisiert [110,112,113]. Neben den MKPs gibt es eine Vielzahl
verschiedener Phosphatasen, die das TEY Motiv von ERK1/2 dephosphorylieren kénnen. Die
Protein-Phosphatase 1 (PP1) und PP2A greifen an verschiedenen Stellen der MAPK-Kaskade
ein und regulieren so die Intensitét des Signalwegs [109]. Welche Phosphatasen ERK1/2 an der
der Stelle T188 dephosphorylieren, ist bisher nicht bekannt. Durch die grof3e Anzahl an sowohl

spezifischen als auch unspezifischen Phosphatasen, die mit ERK1/2 interagieren kénnen, wird

31



Einleitung

eine sehr komplexe Regulation der Stimulus-abhangigen, zeitlichen und lokalen Aktivitét

dieses Signalwegs und der MAPK erreicht.

RTK

GRB2

Abbildung 5 Die RAF/MEK/ERK Signalkaskade wird durch Rezeptor-Tyrosinkinasen aktiviert. Die
Aktivierung von RTKs filhrt zur Rekrutierung des Wachstumsfaktor-Rezeptor-gebundenen Protein 2 (GRB2),
welches wiederum son of sevenless (SOS) bindet. Dieses 16st Guanosindiphosphat (GDP) von Ras, das nun in der
Lage ist, ein Guanosintriphosphat (GTP) zu binden. So aktiviertes Ras bindet und aktiviert die Raf Kinase, die
wiederum die MAPK/ERK Kinasen 1 und 2 (MEK1/2) an den Stellen Ser218/222 und Ser222/226 phosphoryliert.
MEK1/2 phosphorylieren die extrazellularsignal-regulierten Kinasen 1 und 2 (ERK1/2) am TEY-Motiv (Thr183
und Tyrl85 in murinem ERK2, Thr202/187 und Tyr204/187 in humanem ERKZ1/2) und ermdglichen die
Phosphorylierung weiterer Substrate im Zytosol. Durch Dimerisierung sind ERK1/2 in der Lage, sich an der Stelle
Thr208/188 zu autophosphorylieren und in den Zellkern zu translozieren, wo es weitere Substrate phosphoryliert.
Die Dephosphorylierung der TEY-Motive erfolgt durch die Dual-spezifischen Phosphatasen 5 und 6 (DUSP5/6)
im Nukleus bzw. Zytosol.

32



Einleitung

1.3.2 Die Rolle von Ras/Raf/MEK/ERK in Tumorerkrankungen

Die Ras/Raf/MEK/ERK Kaskade ist eine evolutiondr hochkonservierte Signalkaskade, die
extrazellulare Signale ins Zytosol und in den Zellkern weiterleitet und neben unzahligen
anderen Prozessen Einfluss auf Zelluberleben, Zellwachstum und Proliferation nimmt. Die
Signalweiterleitung ist unter physiologischen Bedingungen durch selektive Signalweiterleitung
und mehrere Feedbackmechanismen streng reguliert. Wenig verwunderlich ist es daher, dass
Mutationen in dieser Signalkaskade haufig in Tumoren zu finden sind. So liegt in ca. einem
Drittel aller Tumore eine Form von konstitutiv aktivem Ras und ungeféhr in 8 % von Tumoren
eine mutierte Form von B-Raf vor [114]. Mutationen in MEK sind selten und wurden ebenfalls
mit verschiedenen Krebserkrankungen in Verbindung gebracht, wohingegen Mutationen in den
Kinasen ERK1/2 nicht kanzerogen zu sein scheinen. Da die Raf/MEK/ERK Kaskade
hochspezifisch ist und eine Dysregulation der Signalweiterleitung nur tGber ERK auf die
wichtigen Zellfunktionen weitergetragen werden kann, ist es unklar, wieso durch ERK-
Mutationen ausgeldste Tumorerkrankungen bisher nicht beobachtet wurden [115].

Die hdufigen Mutationen in diesem Signalweg und deren meist kanzerogenen Folgen
machen diese Kaskade zu einem aussichtsreichen Ziel in der Chemotherapie. Der géngigste
Weg, diesen MAPK Signalweg anzugreifen, liegt aktuell in der Entwicklung von Inhibitoren
gegen die verschiedenen Komponenten der Raf/MEK/ERK Kaskade [116]. Obwohl die
Uberaktivitat von Ras die haufigste Ursache fiir die Entwicklung von Tumoren ist, ist es bisher
nicht gelungen, das Protein selbst mit einem Wirkstoff zu adressieren. Durch die hohe Spezifitat
der Kaskade ist es jedoch mdglich, sich zur Entwicklung geeigneter Arzneimittel auf die
nachgeschalteten Kinasen zu konzentrieren. So befinden sich zurzeit eine Reihe von Raf, MEK
und ERK-Inhibitoren mit vielversprechender Antitumorwirkung in der Entwicklung [116].
Einige Inhibitoren wurden bereits von der FDA zur Verwendung in bestimmten Geweben
zugelassen, wie zum Beispiel die Inhibitoren Vemurafenib, Encorafenib und Dabrafenib,
welche die haufig auftretende B-Raf Mutante B-RafV®%E inhibieren. Weitere zugelassene
Inhibitoren, die an spéaterer Stelle im Signalweg angreifen, sind die MEK Inhibitoren
Selumetinib, Trametinib, Cobimetinib und Binimetinib (fda.gov 2020). Bislang wurden noch
keine ERK-Inhibitoren durch die FDA zur Anwendung in Patienten zugelassen, allerdings sind
einige ERK-Inhibitoren in klinischen Studien in Anwendung, um ihre Vertréglichkeit und
Effektivitat als Krebstherapeutika in Patienten zu belegen [117-119]. Viele weitere Raf, MEK
und ERK-Inhibitoren befinden sich zudem aktuell in Entwicklung und werden in préklinischen
in vivo und in vitro Studien auf ihre Effektivitét, Selektivitat und Vertraglichkeit untersucht.
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1.3.3 MEK Inhibitoren

Trametinib (GSK-1120212)

Trametinib ist ein reversibler allosterischer MEK1/2 Inhibitor, der als erster spezifischer
MEK Inhibitor von der FDA als Wirkstoff gegen Melanome zugelassen wurde (2013)
[120,121]. Indem es die Phosphorylierung von MEK1/2 an S218/222 durch Raf hemmt,
verhindert es so die Aktivierung und Signalweiterleitung dieser Kinase. Es inhibiert MEK1/2
in zellfreien Assays mit einem 1Cso von 1,8/0,92 nM. Durch die so erreichte Deaktivierung von
ERK1/2 wird die Zellproliferation gehemmt. Dies findet insbesondere in Tumoren mit
aktivierender B-Raf oder K-Ras Mutation Anwendung [122]. Seit der klinischen Zulassung von
Trametinib, findet dieser MEK-Inhibitor insbesondere in Kombinationstherapien viel
Aufmerksamkeit. In verschiedenen Phase 1 Studien von Trametinib sowohl als Monotherapie
als auch in Kombination mit anderen Wirkstoffen, wurde Trametinib mit einer Dosis von
1-2 mg/d eingesetzt und erzielte so eine maximale Serumkonzentration von bis zu 36 nM, was
im Vergleich zu anderen niedermolekularen Kinaseinhibitoren sehr niedrig ist [123-125]. In
Klinischer Anwendung wird es haufig in Kombination mit dem B-Raf-Inhibitor Dabrafenib
verwendet [13]. Obwohl Trametinib in den meisten Bereichen gut vertraglich ist, kann es
kardiovaskuldre Nebenwirkungen wie Bluthochdruck, Kardiomyopathie, Reduktion des
linksventrikularen Auswurfvolumen und systolisches Herzversagen verursachen [123,126].
Eine Studie zur Untersuchung des QT-Intervalls nach Behandlung mit Trametinib zeigte, dass

Trametinib keine QT-Prolongation verursacht [127].

Selumetinib (AZD-6244)

Selumetinib ist ein oral verabreichter Inhibitor von MEK1/2, der von AstraZeneca zur
Behandlung von Neurofibromatose und anderen Krebserkrankungen entwickelt wurde.
Nachdem er 2018 einen Orphan-Arzneimittel-Status sowohl in den USA als auch der EU
erhalten hat, wurde es im April 2020 zur Behandlung von Patienten mit symptomatischer, nicht
operierbarer plexiformen Neurofibromatose Typl in den USA durch die FDA zugelassen. Eine
Zulassung in der EU steht noch aus [128,129].

Selumetinib ist ein selektiver und hochpotenter nicht-ATP kompetitiver Inhibitor von
MEKZ1/2. Die Bindung an eine MEK1/2 spezifische allosterische Bindetasche ermdglicht eine
hohe Selektivitdt und vermeidet off-target Effekte. Hierbei bleibt die Phosphorylierung von
MEKZ1/2 durch Raf unverandert und nur die enzymatische Aktivitat der Kinase wird inhibiert,

wodurch eine Phosphorylierung von ERK1/2 unterbunden wird [130]. Selumetinib inhibierte
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aufgereinigtes MEK mit einem ICso von 12 nM [131].

Weitere Phase I-111 Studien werden zurzeit durchgefihrt, um die Wirkung von Selumetinib
auf verschiedene andere Krebserkrankungen zu testen; darunter Neurofibromatose Typ2,
niedergradige Gliome und akute lymphatische Leuk&mie. Zusétzlich soll Selumetinib in
Kombination mit anderen Krebstherapeutika verwendet werden, um eine additive Wirkung zu
erhalten. Fur viele dieser Studien werden aktuell Teilnehmer rekrutiert [128,132-135].

Die Verabreichung von Selumetinib hat bei Uber 1 % der Patienten zu einer Reduktion in
LVEF oder Sinustachykardie gefuhrt. Obwohl die meisten dieser Nebenwirkungen nur zu
asymptomatischen bis leichten Beschwerden gefiihrt haben, wird zu einer Uberpriifung der

Herzfunktionen vor und wéhrend der Behandlung geraten [136].
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Abbildung 6 Strukturen der verschiedenen MEK-Inhibitoren.
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Abbildung 7 Schematische Darstellung der Lokalisation der verschiedenen Wirkstoffe in der RaffMEK/ERK-
Kaskade und der PI3BK/AKT/mTORC1-Kaskade. Die von der FDA zugelassenen klinischen Wirkstoffe mit

nachgewiesener Kardiotoxizitat sind in Rot dargestellt; die von der FDA zugelassenen Wirkstoffe zur Behandlung

von Bluthochdruck ohne kardiotoxischen Nebenwirkungen sind in Gelb dargestellt; die ERK-Inhibitoren sind in

Grin dargestellt; und die AKT-Inhibitoren sind in Blau dargestelit.

1.3.4 ERK-Inhibitoren

DEL-22379

Das wasserlosliche, niedermolekulare 3-Aryliden-2-Oxindol Derivat DEL-22379 wurde

erstmals 2015 von Herrero et al. beschrieben und ist potenter Dimerisierungs-Inhibitor von

ERK2 [137]. DEL-22379 bindet in einer strukturellen Einkerbung im Dimerisierungs-Interface
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von ERK2, wo es durch LadungsabstoRung die Dimerisierung des Proteins verhindert, die
Phosphorylierung und die Kinaseaktivitdit des Monomers jedoch nicht beeinflusst. Die
Inhibierung erfolgte mit einem 1Cso von 0,5 uM in HEK293 Zellen [137,138].

Der mechanistische Nutzen der Dimerisierung von ERK2 ist nach wie vor umstritten [139—
142]. Lorenz et al. zeigten, dass eine Dimerisierung von ERK2 zur Translokation in den
Zellkern fuhrt und eine Inhibierung der Dimerisierung durch den von ihnen entwickelten
ERK-Dimerisierungs-Inhibitor (EDI) durch die Hemmung der Thr188-Autophosphorylierung
eine Translokation verhindert [106,142]. Herrero et al. hingegen beobachteten nach
Verwendung von DEL-22379 eine Reduktion von ERK1/2 Aktivitat im Zytosol und eine
Erhohung seiner nuklearen Aktivitat [137]. In beiden Fallen wurde jedoch beobachtet, dass die
Inhibierung der Dimerisierung signifikante Eingriffe in die Tumorgenese ermdglichte und
Apoptose induzierte. DEL-22379 zeigte signifikante Suppression von Tumorzellen sowohl in
Tumorzelllinien als auch in Xenograftmodellen in Mdausen. Eine milde Toxizitdt konnte
vorwiegend in Darmepithelien beobachtet werden [137]. Da noch keine klinischen Studien zu
diesem Inhibitor durchgefiihrt wurden, konnte noch nichts Uber die Vertraglichkeit von
DEL-22379 im Menschen bestimmt werden.

Ly-3214996

Ly-3214996 ist ein ERK1/2 Inhibitor, der 2016 von Eli Lilly and Company entwickelt wurde
und inzwischen in ersten klinischen Studien getestet wird. Ly-3214996 ist ein hochselektiver,
ATP-kompetitiver ERK1/2 Inhibitor, der seine Antitumorwirkung durch Zellzyklushemmung
und Apoptose vermittelt. Er inhibiert ERK1/2 in zellfreien Assays mit einem ICso von je 5 nM.

In verschiedenen Krebszelllinien mit Modifizierungen im Raf/MEK/ERK-Signalweg, die
gegen B-Raf-Inhibierung resistent waren, zeigte Ly-3214996 vielversprechende
antiproliferatorische Wirkung. In Xenograftmodellen mit Tumoren, die Mutationen im MAPK-
Signalweg aufwiesen, zeigte Ly-3214996 ebenfalls eine antiproliferatorische Wirkung
[143,144]. Aktuell wird eine klinische Phase 1 Studie zu Ly-3214996 durchgefihrt, die
voraussichtlich Mitte bis Ende 2021 abgeschlossen wird (NCT2857270). Zuvor wurden keine
Versuche in Menschen durchgefiihrt und es existieren keine Daten zur Vertraglichkeit und der
Pharmakokinetik von Ly-3214996 im Menschen.
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Ravoxertinib (GDC-0994)

Ravoxertinib ist ein Aminopyrimidin-Derivat, das 2016 von Genentech/Array BioPharma
als ERK-Inhibitor zur Anwendung gegen Krebserkrankungen entwickelt und optimiert wurde.
Es hatte gegeniiber einer Reihe strukturahnlicher Derivate die beste Potenz und Selektivitéat und
inhibierte ERK1/2 ATP-kompetitiv mit einem 1Cso von 6,1 nM (ERK1) bzw. 3,1 nM (ERK2)
[145]. In weiteren préklinischen Studien zeigte sich eine Reduktion der Phosphorylierung von
ERK1/2 Substraten und signifikant reduziertes Tumorwachstum [118]. Eine Phase 1 Kklinische
Studie zur Dosisevaluierung von Ravoxertinib als Monotherapie in Patienten mit
fortgeschrittenen soliden Tumoren zeigte eine gute Vertraglichkeit in den Patienten und
signifikante Effekte auf das Tumorwachstum. Die im Patienten beobachteten
Serumkonzentrationen nahmen dosisabhdngig zu und erreichten bei einer Dosis von 800 mg
eine Konzentration von bis zu 10 uM. Die in weiteren Studien verwendeten Dosen von 200 und
400 mg erreichten eine Dosis von 3,7 bzw. 5,2 uM [117]. In einer Kombinationsstudie von
Ravoxertinib mit dem MEK Inhibitor Cobimetinib wurden allerdings hohe Toxizitat an den
Patienten beobachtet und die Studie musste vor dem zeitlichen Abschluss abgebrochen werden.
Die schwerwiegendsten Nebenwirkungen waren Diarrhd, Ubelkeit und Erbrechen;
kardiotoxische Effekte wurden via Elektrokardiogramm tiberwacht, es wurden jedoch keine

schwerwiegenden Nebenwirkungen beobachtet [146].

Sch772984

Sch772984 ist ein hochsensitiver ERK1/2 Inhibitor, der 2013 von Merck entwickelt und
getestet wurde. Sch772984 wirkt ATP-kompetitiv und bindet dual-spezifisch sowohl
phosphoryliertes als auch unphosphoryliertes ERK. Obwohl es auch die Phosphorylierung von
ERK zu verhindern scheint, konnte keine Wirkung auf MEK1 nachgewiesen werden. Es
inhibiert ERK1/2 mit einem ICso von 4 nM (ERK1) bzw. 1 nM (ERK2), MEK1 hingegen erst
mit tber 10 uM [147]. Sch772984 zeigte in verschiedenen in vitro und Xenograftmodellen bei
unterschiedlichen Krebsarten vielversprechende Effekte, sowohl als Monotherapie als auch in
Kombination mit anderen Inhibitoren [148-150]. Sch772984 wurde noch nicht in klinischen
Studien an Patienten untersucht und Daten zur Pharmakokinetik und Vertréglichkeit existieren

daher noch nicht.
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MK-8353

Nachdem Sch772984 vielversprechende Ergebnisse gezeigt hat, entwickelte Merck 2018
den von SCH772984 strukturell abgeleiteten dual-spezifischen ERK-Inhibitor MK-8353.
Durch die Addition einer 3(S)-Thiomethylpyrrolidin-Gruppe an einer metabolisch relevanten
Stelle in der Struktur von SCH772984 konnte die Bioverfiigbarkeit und die Vertraglichkeit
verbessert werden. Die in vitro Kinasehemmung von ERK1/2 gelang mit einem I1Cso von 20 nM
(ERKI) bzw. 7 nM (ERK?2) [151]. Der neuentwickelte Inhibitor wurde in praklinischen Studien
auf seine Aktivitat, Pharmakodynamik und optimale Dosierung untersucht und schlie3lich auch
in klinischen Phase 1 Studien getestet. Klinische Studien zeigte eine mit Sch772984
vergleichbare Potenz in verschiedenen Krebsmodellen. Die vielversprechendste Wirkung
zeigte MK-8353 gegen BRAFV®®-mutierte Melanome. Die maximale Serumkonzentration
nahm in Patienten proportional mit der Dosis zu. Bei einer Dosis von 400 mg wurden nach
wiederholter Einnahme an Tag 15 eine maximale Serumkonzentration von 10 uM beobachtet.
Die am stérker auftretenden Nebenwirkungen durch eine Verabreichung von MK-8353
bezogen sich auf den Magen-Darm-Trakt. Es wurden bisher keine kardiotoxischen Effekte
beobachtet [152].

Ulixertinib (BVD-523)

Ulixertinib ist ein Pyridin-Pyrol Derivat, das aktuell in Kklinischen Studien auf seine
Effektivitdt gegen verschiedene Tumore getestet wird. Ulixertinib ist ein kompetenter
ATP-kompetitiver ERK1/2 Inhibitor. Ulixertinib fuhrt zu einer konzentrationsabhangigen
Erh6hung von phosphoryliertem ERK1/2, inhibiert jedoch die Kinaseaktivitat und verhindert
so die Phosphorylierung der nachfolgenden Zielproteine. In zellfreien Assays zur
Kinasehemmung inhibierte Ulixertinib ERK2 mit einem sehr niedrigen 1Cso von 0,3 nM
[153,154]. Erste Kklinische Studien wurden zur Dosisoptimierung in verschiedenen festen
Tumoren durchgefuhrt. Ulixertinib zeigte hier gute antiproliferatorische Wirkung in NRAS,
BRAF®® uynd non-BRAF®® Tumoren. Die hochste in Patienten beobachtete stabile
Serumkonzentration des Wirkstoffes lag bei etwa 5 UM bei einer Dosis von 600-900 mg
zweimal taglich [119]. Die hdufigsten Nebenwirkungen der Behandlung waren Ausschlag,
Ubelkeit und Diarrh; kardiovaskulare Nebenwirkungen wurden in der Studie nicht beobachtet
[118,119].
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Abbildung 8 Strukturen der verschiedenen ERK-Inhibitoren.

1.4 PI3SK/AKT und Raf/MEK/ERK im Herzen

Die PI3SK/AKT- und die Raf/MEK/ERK-Signalkaskade werden im Korper ubiquitar
exprimiert und spielen auch im Herzen eine wichtige Rolle. Beide Signalwege werden abhéngig
von ihren Stimuli und der Art und Dauer ihrer Aktivierung sowohl mit kardioprotektiven
Effekten als auch mit pathologischer Hypertrophie in Zusammenhang gebracht [155,156]. So
zeigt die kurzzeitige Aktivierung von AKT im Herzen protektive Wirkung und unterstutzt das
physiologische Herzwachstum und die kontraktile Funktion. AKT Aktivierung soll die
Angiogenese und den Glucosemetabolismus im Myokard unterstitzen und durch die
Unterdriickung von Apoptose und Autophagie vor Myokardschadigung schiitzen. Zusatzlich
scheint AKT durch seine indirekte Aktivierung der Calcium-ATPase des sarkoplasmatischen
und endoplasmatischen Retikulums (Serca2a) das Calcium-Cycling und somit die kontraktile
Funktion des Herzens positiv regulieren zu konnen [155-159]. Allerdings scheint die
PI3K/AKT-Kaskade bei langanhaltendem Stimulus eine herzschadigende Wirkung zu zeigen,
die sich in hypertrophem Wachstum und kardialer Dysfunktion &uRert. Eine dauerhafte

Aktivierung von AKT wandelt die ursprunglich protektiven Mechanismen in pathologische
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Effekte um. Es wird postuliert, dass die Angiogenese mit dem hypertrophen Wachstum des
Herzens nicht mithalten kénne und zu pathologischen Effekten im Herzen fiihre. Die
Aktivierung von bestimmten Genen durch die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren und die
subsequente Schadigung der Mitochondrien trage zusatzlich zur Pathologie bei [160,161].

Die Raf/MEK/ERK Kaskade ist durch ihre Einflussnahme auf Zellwachstum und
Proliferation ein wichtiger Faktor in der Entwicklung des Herzens. Zusatzlich ist die
Aktivierung dieser Kaskade am adaptiven und pathologischen Herzwachstum maRgeblich
beteiligt. Zum Ausgleich einer erhdhten Belastung des Herzens wird durch die RAF/MEK/ERK
Kaskade das hypertrophe Herzwachstum vermittelt. Die Art, Dauer und Lokalisation des
initialen Stimulus kann diesen zun&chst adaptiven Prozess zu einer pathologischen
Remodellierung des Herzen umwandeln, die durch Fibrose, Apoptose und linksventrikulére
Funktionsstérung zu Herzversagen fiihren kann [162].

Die Dimerisierung von ERK1/2 zu Homo- oder Heterodimeren ermdglicht die Vermittlung
dieses Stimulus Uber eine Autophosphorylierung an der Stelle Thr208/Thr188. Dies bedingt die
Translokation von ERK1/2 in den Zellkern, wo sie Transkriptionsfaktoren phosphorylieren und
zu kardialer Hypertrophie beitragen koénnen [107,162,163]. Eine Inhibierung dieser
Dimerisierung und der darauffolgenden Translokation zeigte kardiale Protektion gegen

pathologische Hypertrophie [142].

1.5 Préaklinische in vitro Testverfahren fir Kardiotoxizitat

Die aktuell in der Klinik verwendeten Krebstherapeutika besitzen trotz langwieriger
Entwicklung ein breites Spektrum an Kardiotoxizitaten. Auch neue Substanzen, die sich aktuell
in der Entwicklung befinden, greifen oft Signalwege an, die wichtige Prozesse im Herzen
regulieren. Wirksame Krebstherapeutika zu finden, die eine moglichst geringe kardiotoxische
Wirkung haben, war seit jeher ein relevantes Problem. Ein groBer Mangel in der aktuellen
Entwicklung dieser Substanzen liegt oft im Fehlen von guten in vitro Testverfahren zur
Friherkennung von Kkardiotoxischen Effekten. Das Ziel von préklinischen in vitro
Testverfahren von Wirkstoffen ist eine mdglichst friihe und effiziente Erkennung von potenziell
toxischen Substanzen zur Vermeidung von Risiken fiir Patienten in spateren klinischen Studien
sowie Einsparung von Entwicklungszeit und —kosten [11]. Dies wurde in der Vergangenheit
mit verschiedenen Verfahren versucht anzugehen (ICH Richtlinie, CiPA-Initiative), die sich

allerdings aufgrund ihrer unzureichenden Vorhersagegenauigkeit nicht haben durchsetzen
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kdnnen. Diese Testverfahren beschrankten sich haufig auf sehr spezifische Mechanismen,
Signalwege oder lonenkandle, die mit kardiotoxischer Dysregulation in Verbindung gebracht
werden konnten [5,6,11]. Solche hochselektiven Verfahren konnen jedoch durch falsch-
positive Ergebnisse schnell zu einer voreiligen Ablehnung von vielversprechenden Substanzen
und durch falsch-negative Ergebnisse aufgrund ihrer hohen Spezifitat zu einem hohen Risiko
flr Patienten fihren [164].

In der Vergangenheit wurden mehrfach Versuche unternommen, rechtlich einheitliche
Verfahren zu entwickeln und zu etablieren. Die International Council for Harmonisation
(ICH), ein Zusammenschluss der EU, Japan, USA, Kanada und der Schweiz zur Erschaffung
von einheitlichen technischen Standards zur Erleichterung der gegenseitigen Anerkennung und
Zulassung von Substanzen, erstellte 2005 die ersten einheitlichen Richtlinien zur in vitro
Identifizierung von kardiotoxischen Substanzen. Die aktuelle von der ICH festgelegte
Richtlinie zur Friherkennung von Kardiotoxizitat (Topic S7B, E14) legt den Fokus auf die
Vermeidung einer spezifischen Form von medikamenteninduzierter Arrhythmie, i.e. torsades
de points (TdP), durch die spezifische Uberwachung der Funktion des hERG-Kanals [165].
Diese Arrhythmie zeigt sich als Verlangerung des QT Intervalls im Schlagrhythmus des
Herzens und bedingt eine Verzégerung der Repolarisation des Herzmuskels. Diese Form der
ventrikularen Arrhythmie kann schwerwiegende bis todliche Folgen in Patienten haben. Ein
relevanter Mechanismus, der zu dieser verzogerten Repolarisation fiihren kann, ist die Blockade
des hERG-Kanals, ein spannungsgesteuerter Kalium-Kanal (auch Kv11.1 Kanal genannt). Die
frihe Erkennung einer medikamenteninduzierten Blockade dieses Kanals zeigte eine hohe
Ubereinstimmung mit klinischer QT Intervall Verlangerung in Patienten. Der Abbruch der
Entwicklung so identifizierter Substanzen fiihrte zu einer Reduktion von TdP in Patienten
Studien. Allerdings zeigte sich vermehrt, dass eine Blockade der hERG Kanals nicht
zwangslaufig kausal zu einer Arrhythmie fiihrt und falsch positive Ergebnisse zum Abbruch
von Substanzen gefuhrt haben, die andernfalls vielversprechende Ergebnisse hatten liefern
konnen [6,165].

Eine weitere Initiative zur besseren Erkennung vom pro-arrhythmischen Potential der
Substanzen bildet seit 2013 das Comprehensive in vitro Pro-arrhythmia Assay (CiPA) [166].
Die CiPA Initiative ist ein Zusammenschluss verschiedener Kollaborateure wie der FDA, der
EMA, Health Canada und PMDA Japan. Ihr Ziel ist es, die ICH Richtlinien zu optimieren und
eine bessere Risikoevaluierung der pro-arrhythmischen Wirkung neuer Wirkstoffe zu

etablieren. Das von der CiPA etablierte Vorgehen basiert auf drei unterschiedlichen
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praklinischen Studienansatzen. Zunéchst eine in vitro Evaluation des Substanzeinflusses auf
verschiedene humane kardiale lonenkandle. Die hieraus gewonnenen Informationen werden in
einer in silico Rekonstruktion der humanen ventrikuldren Elektrophysiologie getestet und
letztlich in aus humanen Stammzellen gewonnenen Kardiomyozyten verifiziert [6,166]. Die
CiPA Initiative sieht abschlieRend eine Bestatigung dieser Ergebnisse und eine Untersuchung
von bis dahin unerwarteten Nebenwirkungen in klinischen Studien vor.

Unabhédngig von internationalen Vereinigungen wie der ICH und der CiPA, gab es viele
individuelle Ansétze in vitro Verfahren zur Untersuchung von Kardiotoxizitat mit hohem
Durchsatz zu entwerfen und zu optimieren. Verschiedene Ansédtze bildeten hier das
Multi-Elektroden Array (MEA), verschiedene Patch-Clamp Methoden, Untersuchungen des
Ca?*-Transienten und Impedanzmessungen [165,167]. Sowohl in in vivo als auch in in vitro
Systemen gibt es Zusammenhdnge zwischen Arzneimittel-induzierter Kardiotoxizitdt und
Veranderungen des zelluléren und organismischen Metabolismus. Verschiedene in vivo Studien
in Mdusen und Ratten zeigten Zusammenhdnge von metabolischen Veranderungen und
kardiotoxischen Nebenwirkungen [168-171]. Die Evaluierung von Veranderungen im
Metabolismus von Zellen als Vorzeichen von Kardiotoxizitdt wurde untersucht, um einen
Ansatzpunkt zu finden, der besseren Aufschluss Uber spatere Nebeneffekte von Wirkstoffen
geben kann, bevor man in vivo Studien beginnt [12]. Die in vitro Studien in Zellkultur zeigten
dosisabhangige metabolische Veranderungen, was bei einer Friiherkennung von Kardiotoxizitat
helfen kann, aber nicht ausreichend viele Parameter abdeckt, um ein hinreichend genaues Bild
zu liefern [12]. Schnelle Verfahren mit einem hohen Durchsatz sind notwendig, um schnell eine
grolRe Zahl verschiedener Wirkstoffe zu charakterisieren und nur die vielversprechendsten flr

weitere zeit- und kostenintensive Entwicklung zu verwenden.

1.5.1 Impedanz-Messverfahren als in vitro Friherkennung fir Kardiotoxizitat

Die Impedanzmessung von Zellen ermdglicht die zeitaufgelGste Analyse von verschiedenen
Zellcharakteristika zur Darstellung der zellularen Reaktion auf diverse Stimuli. Zellulare
Impedanzsysteme verwenden Goldfilm-Elektroden am Boden der Vertiefungen von Multi-
Well Zellkulturplatten. Die Impedanzmessung basiert auf einem schwachen Wechselstrom, der
zwischen der Messelektrode und der Referenzelektrode angelegt wird. In diesem System dienen
die Zellen und das Zellkulturmedium als Elektrolyt und der Widerstand, der sich so ausbildet,
ist abhé&ngig von der Dichte der Zellmonoschicht und der Zellmorphologie. Die vom Gerét
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ausgegebene Impedanz (Z) ergibt sich aus Ohms Gesetz basierend auf der angelegten
Stromstarke (1) und der gemessenen Spannung (V) des Wechselstroms (Z=V/I). Zur Messung
von verlasslichen Impedanzwerten reicht eine Stromstérke im Mikroampere-Bereich und eine
daraus resultierende niedrige Spannung aus, was einen Einfluss der Messung auf die
Morphologie, die Elektrophysiologie oder die Gesundheit der Zellen ausschlieRt. Ebenso zeigte
sich kein Einfluss der zelleigenen Elektrophysiologie auf die externe Impedanzmessung [172—
174].

Die Impedanz des Stromflusses ergibt sich aus den verschiedenen Wegen, den der Strom
zwischen den Elektroden nehmen kann, i.e. transzellulér, parazellular und subzellulér. Hier
wirken sich verschiedene Aspekte wie Morphologie, Zell-Zell-Verbindungen und Adhasion auf
die Impedanz aus (Abb.9). Verschiedene Frequenzen des Wechselstroms werden
unterschiedlich stark durch die einzelnen Parameter beeinflusst und ermdéglichen es, den Fokus
der Messung auf verschiedene Bereiche zu legen. Niedrige Frequenzen bevorzugen den
extrazellularen Weg durch das Medium, wéhrend hohere Frequenzen den Weg durch die
Zellmembranen nehmen. Die Frequenz des Stroms auf verschiedene Ziele anzupassen,
ermoglicht es, bestimmte Aspekte der kultivierten Zellen, wie zum Beispiel Morphologie oder
Adhésion, prézise zu beobachten und Verdnderungen zu evaluieren. Verschiedene
Impedanzsysteme kodnnen so durch geschicktes kombinieren verschiedener Frequenzen
Aufschluss geben lber z.B. GPCR Signalweiterleitung, dosisabhdngiges Zellsterben,
Veranderungen in tight-junctions oder Adharenz. Messungen uber nur eine Frequenz
ermoglichen eine schnelle Datenaufzeichnung zur Bestimmung der morphologischen
Verdnderung von spontan schlagenden Kardiomyozyten. Diese Methode der
Datenaufzeichnung wird von den Kardio-Impedanzsystemen xCelligence (ACEA) und dem in
dieser Arbeit verwendeten CardioExcite96 (Nanion) zur Messung von Kardiomyozyten
verwendet [172,173,175-180].
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Abbildung 9 Schematische Darstellung der Impedanzmessung in einer voll ausgebildeten Zellmonoschicht.
Die Zellen adhérieren auf dem beschichteten Boden der Kulturplatte. Ein Wechselstrom flielit zwischen der
Referenz- und der Messelektrode. Der Strom flieRt dabei durch das Medium sowie die Zellen und ist somit
abhéngig von der Dichte und Morphologie der Zellmonoschicht. Der Weg, den der Strom nimmt, héngt zusétzlich
von der Frequenz des Wechselstroms ab. Der angegebene Parameter Ry beschreibt den Widerstand des
Zellkulturmedium, die Modellparameter Zcc, Zmc und Ze stellen die Transferimpedanz zwischen den Zellen,

Zellen und Medium sowie der Elektrode und dem Medium, dar (nach Doerr et al., 2015).

Die Vorteile der Impedanzmessung liegen jedoch nicht nur im breiten Anwendungsspektrum
und den vielféltigen Ergebnissen, die es liefert. Da die Messung ausschlieRlich auf den geringen
Wechselstrémen und den daraus resultierenden Impedanzwerten beruht, kommt die Methode
ganzlich ohne die Notwendigkeit von Labeln wie Radioaktivitat, Detektionsfarbungen oder
enzymatischen Reaktionen aus. Da die Methode auch die Gesundheit oder Funktion der zu
messenden Zellen nicht beeinflusst, ermdglicht sie eine kontinuierliche Langzeitmessung der
funktionellen Zellparameter. Je nach verwendeten Zellen kdnnen so Messungen tber mehrere
Tage bis zu wenigen Wochen durchgefiihrt werden, was viele der alternativen Methoden mit
einer Messzeit von nur wenigen Stunden weit tbertrifft [5,172]. Ein weiterer wichtiger Punkt
ist die hohe Auflésung der Messungen. So ist es mdoglich via Impedanzmessung
morphologische Veranderungen mit bis zu einem Nanometer Auflésung zu bestimmen [181],
was herkémmliche Lichtmikroskopie um nahezu das 200-fache tbertrifft [173].

Nachdem Impedanzsysteme bereits zur Messung von zellularem Uberleben und Adhéasion
verwendet wurden, um allgemeine zelluldre Toxizitdt zu bestimmen, wurden diese
weiterentwickelt, um auch die morphologischen Verénderungen von schlagenden Zellen
wiederzugeben. In den letzten Jahren hat sich die zelluldre Impedanzmessung zur untargeted
Untersuchung von Wirkstoff-induzierten kardiotoxischen Effekten von Medikamenten

durchgesetzt. Impedanz-basierte Assays liefern eine Reihe an Messwerten zur funktionalen
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Integritét der Zellen zur Evaluierung toxischer Effekte und ermdglichen mit ihrem Multi-Well
Format einen schnellen Durchsatz von Messungen zur schnellen und verlésslichen Evaluierung
der Wirkung von Substanzen auf Kardiomyozyten [5,172]. Zur Messung von spontan
schlagenden Zellen wie Kardiomyozyten und ihrer Funktion sind die wichtigsten Parameter die
Baseline der Impedanz zur Darstellung des Zelluberlebens und der Anhaftung an den
Elektroden sowie die Oszillation der Impedanz, abh&ngig von der Verdnderung der
Zellmorphologie wahrend der Schlage. Die Base-Impedanz gibt an, wie dicht die Zellen in der
Monoschicht vorliegen und wie ausgepragt die Zell-Zell-Verbindungen sind. Wenn die
Zellschicht vollstdndig ausgebaut ist, erreicht die Base-Impedanz einen Wert, der um das
100-fache groRer ist als die Oszillation der Impedanz, ausgel6st durch die Schldge. Eine
signifikante Abnahme der Impedanz in dieser GréRenordnung spiegelt die Ablosung der Zellen
von der Elektrode wider. Dies kann durch Absterben oder Verlust der Adhérenz der Zellen zur
der Elektrode bedingt sein. Eine Unterscheidung der Ursachen ist nur durch Impedanzmessung
nicht moglich und es empfiehlt sich eine Ergdnzung der Messung um die Analyse weiterer
Parameter wie z.B. ein ATP-Assay. Die Oszillation der Impedanz abziiglich der Base-Impedanz
in Abhéangigkeit ist ein Mal der Zellbewegung wéhrend der Schldge und gibt Aufschluss tiber
die Schlagfrequenz (beats per minute), die Amplitude der Schlagstarke und die
GleichméaRigkeit der Kontraktionen [172,173,175,180].
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1.6 Zielsetzung

Die stetig steigende Lebenserwartung der Bevolkerung fuhrt zu immer hoherer Inzidenz von
Tumorerkrankungen. Die zugrundeliegenden unterschiedlichen Mechanismen dieser
Krankheiten und die vielen Aspekte, die die Behandlung beeinflussen konnen, erfordern eine
stetige  Weiterentwicklung der Behandlungsmdglichkeiten. Insbesondere kardiotoxische
Nebenwirkungen riicken immer mehr in den Vordergrund. Viele der aktuell wirksamsten
Krebstherapien verursachen schwerwiegende Schaden am Herzen, werden aber in
Ermangelung guter Alternativen weiterhin eingesetzt. Die Entwicklung neuer Wirkstoffe
gestaltet sich im Hinblick auf kardiotoxische Effekte zusétzlich als schwierig, da es wenige
zuverlassig Methoden gibt, um die Kardiotoxizitat praklinisch zu untersuchen.

Das Ziel dieser Arbeit ist es, mithilfe eines Impedanzmesssystems einen methodischen
Ablauf zu entwerfen und zu evaluieren, der fur die schnelle und standardisierte
Charakterisierung von Kardiotoxizitét in neuen Chemotherapeutika geeignet ist. Hierzu wird in
dieser Arbeit das Impedanzmesssystem CardioExcite96 von Nanion verwendet. Neonatale
Mauskardiomyozyten, die in der Lage sind, spontan zu kontrahieren, wurden als primare
Herzmuskelzellen eingesetzt. Zunéchst wird die VVorhersagegenauigkeit dieses Assays mithilfe
von Wirkstoffen aus der Klinik, die bereits auf ihre Kardiotoxizitat charakterisiert wurden,
untersucht. Hierzu dienen vier kardiotoxische Krebstherapeutika und zwei nicht-kardiotoxische
Substanzen, die zur Behandlung von Bluthochdruck eingesetzt werden. Ein Vergleich des
Impedanzassays mit weiteren in vitro Assays soll zusatzlich Auskunft (iber die Aussagekraft
der Impedanzmessung geben.

Im zweiten Teil dieser Arbeit soll das Impedanzassay auf verschiedene Kinaseinhibitoren
angewendet werden, die sich momentan in der Entwicklung fir die Krebstherapie befinden. Die
Impedanzmessung und der Vergleich zu den Ergebnissen der bekannten Wirkstoffe dient zur
Charakterisierung der Kardiotoxizitat dieser Substanzen.

Die erfolgreiche Entwicklung eines zuverlassigen, kosteneffizienten Assays mit hohem
Durchsatz wirde der Entwicklung neuer Therapeutika zugutekommen. Eine standardisierte
Methode wirde zusétzlich die Vergleichbarkeit von Daten aus unterschiedlichen Quellen

verbessern und eine Entwicklung so beschleunigen.
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2 Material

2.1 Chemikalien

Material

Bezeichnung Hersteller
Aceton Chem Solute
Alexa Fluor© 488 Phalloidin Invitrogen
Ammoniumpersulfat Roth
B-Nikotinamid Adenin Dinukleotid (NAD) Sigma-Aldrich
Benzamidin Applichem
Bovines Rinderserum (BSA) Applichem
Bromphenolblau Applichem
Dinatrium-Ethylendiamintetraacetat Dihydrat (EDTA) Sigma-Aldrich
Dimethylsulfoxid (DMSO) Applichem
Essigsaure, Glacial Sigma-Aldrich
Ethanol Sigma-Aldrich
Fluoromount SouthernBiotech
Glycerin (85 %) Roth

Glycin Carl Rot

H202 Sigma-Aldrich
Hoechst 33342 Sigma-Aldrich
lodnitrotetrazoliumchlorid (INT) Sigma-Aldrich
Isopropanol Roth

L-Lactic Dehydrogenase (LDH) Sigma-Aldrich
Lithium L-Laktat Sigma-Aldrich
Magermilchpulver Applichem
Magnesiumchlorid Hexahydrat Roth
Methanol >99,9 % Roth
Methoxyphenazin Methosulfat (MPMS) Sigma-Aldrich
Natriumazid Serva
Natriumchlorid TH Greyer
Natriumdodecylsulfat (SDS) Applichem
Natriumhydrogencarbonat ChemSolute
Natriumhydrogenphosphat Roth
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Natriumhydroxid Sigma-Aldrich
Natrium-Laktat Sigma-Aldrich
NP-40 Applichem
Paraformaldehyd (PFA) Sigma-Aldrich
Phenazin-Methodulfat (PMS) Sigma-Aldrich
Phenylephrin Sigma-Aldrich
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) Sigma-Aldrich
Rotiphorese NF-Acrylamid/Bis-Lsg. 30 % Roth
Salzsdure 37 % Roth
Tetramethylethylendiamin (TEMED) Applichem
Thiazolylblau Tetrazoliumbromid Sigma-Alrdich
Trichloressigsaure Alfa Aesar
Triethanolamine Sigma-Aldrich
Tris (hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS) Applichem
TRIS Base VWR

Triton X Chem Solute
Trypsin-Inhibitor aus der Sojabohne Sigma-Aldrich
Tryptan Blau Losung Sigma-Aldrich
Tween 20 Chem Solute
Vitamin B12 Sigma

Material

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium Bromid Sigma-Aldrich

2.2 Inhibitoren

Bezeichnung

Hersteller

Borussertib
Capivasertib
Del-22379
Doxorubicin
Ipatasertib
Ly3214996

Miransertib

Arbeitsgruppe von Prof. Rauh (TU Dortmund)
Selleck chemicals

Merck

Sigma-Aldrich

Selleck Chemicals

Selleck Chemicals

Selleck Chemicals
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MK-2206 Selleck Chemicals
Ravoxertinib Selleck Chemicals
SCH772984 Biomol
Selumetinib Cayman
Sorafenib Absource Diagnostics GMBH
Trametinib Biomol
Ulixertinib Selleck Chemicals

2.3 Kits

Bezeichnung

Hersteller

Pierce® BCA Protein Assay Kit

Thermo Scientific

Pierce® ECL Plus Western Blotting Substrate Thermo Scientific
CellTiter-Glo Lumineszenz Cell Viability Kit Promega
Neonatal Heart Dissociation Kit mouse/rat Miltenyi Biotec

2.4 Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung Hersteller
Deckglaser, 18 mm Marienfeld
Goldelektrodenplatte NSP96 — 2.0mm Nanion
Lumineszenzplatte Brand
Polyvinylidendifluorid (PVDF)-Membran Biorad

Superfrost Objecttrager Thermo Scientific
Zellkulturplatten, 6/12/24/96-Well Sarstedt
Zellkulturschalen, 10/15 cm Sarstedt
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2.5 Reagenzien fur die Zellkultur

Material

Bezeichnung Hersteller
Bromodesoxyuridin (BrdU) Sigma-Aldrich
Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline, /Ca u. Mg Gibco

Dulbecco’s modified eagle medium, 4,5 g/l Glucose PAN Biotech GmbH
Fetales Kalbsserum (FCS) Merck

Fibronektin bovine Serum Sigma-Aldrich

L/D Glutamin

Penicillin (10 kU/ml) / Streptomycin (10 kU/ml)
Trypsin/EDTA (0,05 % Trypsin in 0,02 % EDTA-Na)

PAN Biotech GmbH
PAN Biotech GmbH
PAN Biotech GmbH

2.6 Antikorper

Bezeichnung Spezies Verdinnung Vertreiber Katalog Nr.
Gp Kaninchen 1:5000 Santa Cruz Sc-378
ERK1/2 Kaninchen 1:1000 Cell Signaling 9102
Phospho-AKT S473 Kaninchen 1:5000 Abcam ab81283
Phospho-ERK1/2 Kaninchen 1:1000 Cell Signaling 9101
Phospho-P90RSK S380  Kaninchen 1:1000 Cell Signaling 9341
Phospho-PRAS40 T246  Kaninchen 1:1000 Cell Signaling 2997
Peroxidase-konj. 2" AK  Goat-anti-Rabbit 1:10 000 Dianova 111-035-
144

2.7 Biologisches Material

2.7.1 Eukaryotische Zellen
Bezeichnung Beschreibung Herkunft
H9c2 Myoblastische Zellen aus Ratten Sigma-Aldrich

NMCM

Neonatale Mauskardiomyozyten

Eigene Préparation (s 3.1.1)
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Material

2.7.2 Tiere

Bezeichnung Hersteller
FVB/N Mduse Janvier

2.8 Gerate

Bezeichnung Hersteller
Amersham Imager GE Healthcare
Synergy neo 2 BioTek
CardioExcyte96 Impedanzmessgerat Nanion
Gelelektrophoresekammer Biorad

GentleMACS Octo Dissociator

Miltenyi Biotec

Leica SP8 konfokales Fluoreszenzmikroskop Leica
Platereader Spark 20M Tecan

2.9 Programme
Bezeichnung Hersteller
Ilustrator CC 2018 Adobe
ImageQuant TL GE Healthcare
Image J (Fiji) Wayne Rasband (NIH)
LasX Leica
Photoshop CC 2018 Adobe
Prism 8/9 Graphpad
Office 2016 Microsoft
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3 Methoden
3.1 Zellbiologische Methoden
3.1.1 Préaparation von neonatalen Mauskardiomyozyten

Die Prédparation von neonatalen Mauskardiomyozyten (NMCM) erfolgte aus 1-3 Tage alten
FVB/N Mausen und wurde den Herstellerangaben von Miltenyi Biotec entsprechend
durchgefunhrt.

Die Mausherzen wurden entnommen, in DPBS gewaschen, die Vorhofe entfernt und die
Herzen mit einer Schere zerkleinert. Die Herzen wurden in die vorgesehenen GefaRe tiberfihrt,
der Enzym-Mix nach Herstellerangaben hinzugefiigt, die GefalRe in dem gentleMACS Octo
Dissociator platziert und eine Stunde bei 37 °C dissoziiert. Das Zellpellet wurde anschliel3end
in DMEM mit 10 % fetalem Ké&lberserum (FCS) resuspendiert und filtriert (70 pm
Maschenweite). Die Zellsuspension wurde fir 5 min bei 600 g zentrifugiert und das Pellet
anschlieBend in MEM (ohne BrdU u. FCS) resuspendiert und in eine 10 cm Zellkulturschale
ausplattiert. Nachdem die Zellen eine Stunde bei 37 °C inkubiert wurden, wurde das Medium
samt den Zellen in ein Becherglas tbertragen, die Platte einmal mit Medium gespdlt und
anschlieRend 50 pl der Zellsuspension 1:1 mit 0,4 % Tryptan-Blau-Losung versetzt und in einer
Neubauerzahlkammer gezahlt [182]. Abschliefend wurden die Zellen mit MEM (5 % FCS)
verdinnt und in entsprechender Zellzahl auf die verschiedenen Platten ausplattiert und bei
37 °C und 1 % COz2 bis zum Versuch gelagert.

MEM-Medium

MEM 10,5 ¢g/L
Natriumhydrogencarbonat 350 mg/L
Vitamin B12 1 ml/L
Penicillin 100 U/ml
Streptomycin 100 pg/ml
BrdU 29 mg/L

FCS 5%1/0 % (viv)
In H20, pH 7,3
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3.1.2 Kultivierung von H9c2 Zellen

Bei H9c2-Zellen handelt es sich um aus Ratten gewonnenen Myoblasten, die haufig an Stelle
von myokardialen Primérzellen verwendet werden.

Zum Erhalt der Zelllinie wurden die Zellen bei Erreichen von ca. 75 % Konfluenz
regelmaRig aufgeteilt und in neues Medium Uberfiihrt. Hierzu wurden die Zellen zunéchst mit
DPBS gewaschen, anschlieBend mit Trypsin/EDTA versetzt und solange bei 37 °C, 5 % CO:2
innkubiert (ca. 3-5 min), bis sie sich von der Zellkulturschale abgel6st haben. Die geldsten
Zellen wurden in Vollmedium aufgenommen und in geeigneter Verdiinnung neu ausplattiert.
Die Zellen wurden bei 37 °C und 5 % CO: in Kultur gehalten.

Vollmedium

FCS 10 % (v/v)
L-Glutamin 2 mM
Penicillin 100 U/ml
Streptomycin 100 pg/ml
In DMEM (4,5 g/L Glukose)

3.1.3 Kryokonservierung und Auftauen von H9c2 Zellen

Zur langeren Lagerung der Zellen wurden diese in fliissigem Stickstoff eingefroren und
gelagert. Hierzu wurden Zellen in eine grof3e Zellkulturschale mit 80 % Konfluenz zundchst
mit DPBS gewaschen und anschliefend mit Trypsin/EDTA von der Platte geldst. Die geldsten
Zellen wurden in 10 ml Vollmedium aufgenommen und 5 min bei 200 g zentrifugiert. Das
Pellet wurde in 3 ml kaltem Einfriermedium resuspendiert und auf Kryoréhrchen aufgeteilt (a
1 ml). Zum vorsichtigen Einfrieren der Zellen wurden die Kryoréhrchen in einem Nalgene®
Mr. Frosty Cryo Freezing Behélter, geflllt mit Isopropanol, platziert und fir 6 h bei -80 °C
gefroren. Zur endgltigen Lagerung wurden die Kryoréhrchen anschlieBend in einem Kryotank
verstaut.
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Einfriermedium

FCS ‘ 20 % (V/v)
DMSO ‘ 5 % (V/Vv)
DMEM ‘ 75 % (VIV)

3.1.4 Bestimmung der Zellzahl

Zur Auszéhlung der Zellen in einer Zellsuspension wurde eine Neubauer Zahlkammer
verwendet. Hierzu wurden zundchst 50 pl der Zellsuspension 1:1 mit 0,4 % Tryptan-Blau-
Losung versetzt [182] und anschlieBend 10 ul dieser Mischung in die Neubauer Zdhlkammer
gegeben. Unter einem Mikroskop wurden 4x16 Ké&stchen ausgezahlt und anschlielend der

Durchschnitt (Z4) mit Formel 1 auf die Gesamtkonzentration (c1) zuriickgerechnet.

(1) c1 [%] = 7d * 2 * 10000

AnschlieRend wurde Formel 2 verwendet, um das zu verwendende Volumen (V1) fur
verschiedene Zellkonzentrationen (c2) oder absolute Zellzahlen (Zab) zu berechnen. Hierbei gilt

c1>c2 und Vend<Vi,

c2 [%] * Vend [ml] _ Zab[z]

gl el

3.2 Proteinbiochemische Methoden
3.2.1 Herstellung von Zelllysaten aus NMCM

Die Zellen (s. 3.1.1) wurden auf eine mit Polylysin beschichtete 12-Well Platte ausgesat
(500k Zellen pro Well) und tber Nacht bei 37 °C und 5% CO2 inkubiert. Am néchsten
Vormittag wurde das Medium zu 1 % FCS MEM gewechselt und die Zellen einen weiteren Tag
inkubiert. Am néchsten Tag wurden die Zellen nach Behandlung mit verschiedenen Inhibitoren
auf Eis Uberfuhrt und das Medium abgesaugt. Pro Well wurden 100 pl gekihlter Lysispuffer
zugegeben. Die lysierten Zellen wurde anschlielend aus den Kulturschalen abgeschabt und in
1,5 ml Reaktionsgefale Uberflhrt. Nach dem Sonifizieren der Zellen (1x 1 s, 50 %) wurden die
Lysate 10 min bei 4 °C und 14000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde zur weiteren
Untersuchung in ein weiteres Reaktionsgefal? berfuhrt und das Pellet verworfen.
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Lysispuffer

2x TSE 20 ml
10x IBX 4 ml
Triton X 0,4 ml
H20 Ad 40 ml
Pl (kurz vor Verwendung hinzufiigen) 1% (viv)
PMSF (kurz vor Verwendung hinzuftigen) 1% (viv)
2x TSE Puffer

TRIS 100 mM
NaCl 600 mM
EDTA 10 mM
NaNs 0,02 % (w/v)
In H20, pH 7,4

10x IBX

NaF 500 mM
NasP207 50 mM
NasVOas 1 mM
Natriumazid (NaNs) (10 %) 0,02 % (v/v)
In H20

100x PI

Trypsin-Inhibitor aus der Sojabohne ‘ 2 g/L
Benzamidin ‘ 6 g/L

In TRIS 50 mM, pH 7,4 \

PMSF

PMSF 100 mM
In Ethanol
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3.2.2 SDS-PAGE

Zur Analyse spezifischer Proteine wurden diese Uber eine Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) nach ihrer MolekiilgroRe aufgetrennt. Diese
Methode ermdglicht eine gute Trennung Uber MolekilgroBen von 5 bis 250 kDa. Hierfir
wurden Gele bestehend aus zwei Dichten verwendet. Das Gel besteht aus einem Sammelgel
mit 4 % Acrylamid am oberen Ende und einem Trenngel mit 12,5 % Acrylamid im Rest. Der
Anteil an Acrylamid im Gel bestimmt den Grad der Verkettung innerhalb des Gels und damit
die PorengroRe, welche die Proteine durchwandern mussen. Die Auftrennung der Proteine
erfolgt so Uber die gréRenabhdngige Durchlaufzeit durch das porése Gel. Zur Auftrennung der
Proteine im Gel werden diese mithilfe des Tensids SDS negativ geladen und denaturiert. Die
Proteinlysate wurden 1:3 mit 4x Lammli Puffer versetzt und je 10 pl in die Taschen des
Acrylamidgels gefiillt. Als Kontrolle der MolekuilgroRe wurde ein Proteinstandard der Firma
Biorad (Dual Color Precision Plus) verwendet. Der Lauf der Gelelektrophorese erfolgte bei
200 V fir ca. 1 h in 1x SDS-Laufpuffer.

Sammelgel, 4 % Acrylamid

H20 7,5 ml
Sammelgelpuffer (4x) 3mil
Rotiphorese® NF-Acrylamid/Bis Losung 30 % 1,5ml
Tetramethylethylendiamin (TEMED) 12 ul
Ammoniumpersulfat (APS) (100 g/L) 120 pl

Trenngel, 12,5 % Acrylamid

H20 10 ml
Trenngelpuffer (4x) 7,5 ml
Rotiphorese® NF-Acrylamid/Bis Losung 30 % 12,5 ml
Tetramethylethylendiamin (TEMED) 15 pl
Ammoniumpersulfat (APS) (100 g/L) 195 pl

4x Sammelgelpuffer

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan Base 60,56 g/L
In H20, pH 6,8
Natriumdodecylsulfat (SDS) ‘ 4 g/L
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Tris(hydroxymethyl)-aminomethan Base
In H20, pH 8,8
Natriumdodecylsulfat (SDS)

10x SDS Laufpuffer

‘ 181,72 g/L
|
|

4 g/L

TRIS-HCI
Glycin
SDS

4x Lammli Puffer

‘ 0,25 M
‘ 1,92 M
‘ 1 % (m/v)

SDS
Glycerin (85 %)
Bromphenolblau

200 g/L
40 % (viv)
50 % (m/v)

TRIS 1M, pH 6,8 20 % (viv)
B-Mercaptoethanol 20 % (v/v)
In H20

3.2.3 Western Blot

Zur weiteren Analyse der Proteine wurden die durch SDS-Page aufgetrennten Proteine von
dem Gel auf eine Polyvinylidendifluorid (PVDF) Membran mit einer PorengroRe von 0,45 pum
ubertragen, um sie fur weitere Analysen zu immobilisieren [183]. Hierzu wurde eine Nass-Blot
Apparatur verwendet. Die zuvor in MeOH aktivierte Membran wurde in Kathodenrichtung auf
das Gel gelegt und zwischen je einem Filterpapier und Schwamm auf jeder Seite in die
Halterung eingespannt. Der Zusammenbau wurde in Transferpuffer durchgefiihrt um ein
Austrocknen des Gels und der Membran zu vermeiden. Die Kassette wurde neben einem

Kihlakku in die Transferkammer gespannt und der Transfer bei 100 V Uber 1 h durchgefiihrt.
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Transferpuffer

TRIS 2,4 g/L
Glycin 11,24 g/L
Methanol 200 ml/L
In H20

3.2.4 Proteindetektion mit Chemilumineszenz

Zur Visualisierung der Proteine auf der Membran kénnen Antikorper spezifisch an Proteine
binden und eine Immunodetektion ermdglichen [183]. Die Bindung des Primarantikdrpers
erfolgt hochspezifisch an ein Epitop in dem zu untersuchenden Protein. Eine Visualisierung
dieser Bindung ist uber einen ZweitantikOrper moglich, der speziesabhangig an den
IgG-Bereich des Erstantikorpers bindet und eine Form der Detektion ermdglicht, z.B.
Fluoreszenz, Chemilumineszenz oder katalytische Umsetzung von Farbstoffen.

Nachdem die Proteine via Western Blot auf die PVDF Membran tbertragen wurden, erfolgte
die Inkubation der Membran entweder in Blockmilch oder 5 % BSA Blocklésung fiir 1 h, um
nicht-spezifische Epitope in den Proteinen zu maskieren. Nach grindlichem Waschen der
Membran in BSA-Waschpuffer wurde der Primdrantikorper, verdinnt in BSA-Waschpuffer,
auf die Membran gegeben und tber Nacht bei 4 °C inkubiert. Am folgenden Tag wurde die
Membran erneut griindlich mit BSA-Waschpuffer gewaschen und anschlieBend mit dem
Sekundérantikorper fir min. 1 h inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt wurde die
Membran mit dem Pierce® ECL plus Western Blotting Substrate nach Herstellerangaben
entwickelt und die Chemilumineszenz in dem Amersham Imager von GE-Healthcare

ausgelesen.

BSA-Waschpuffer

TRIS 1M, pH 7,6 5% (vIv)
NaCl-Ldsung 2M 7,5 % (vIv)
BSA 2,59/L
NP-40 2 ml/L

In H20

59



Methoden

BSA-Blocklésung
BSA ‘ 5 % (wW/v)
In BSA-Waschpuffer ‘

Blockmilch

TRIS 1M, pH 7,6 10 ml/L
NaCl 5,83 g/L
Magermilchpulver 50 g/L
Tween 20 1 ml/L
In H20

3.2.5 Erneute Analyse membrangebundener Proteine

Um die Membran erneut mit einem anderen Antikorper zu behandeln, wurden zunéchst die
an die Proteine gebundenen Antikorper von der Membran geldst. Hierzu wurde die bereits
entwickelte Membran erneut in Methanol aktiviert, in Wasser gewaschen und fiir 2 h in einem
Stripping-Puffer inkubiert. Anschlielend wurde die Membran wie zuvor beschrieben erneut
geblockt und mit Antikorpern behandelt [184].

Stripping Puffer

Glycin ‘ 100 mM
In H20 losen, pH 2,5 ‘
SDS ‘ 0,1 % (m/v)

3.3 Weitere Methoden
3.3.1 Phalloidin Assay

Phalloidin wird verwendet, um die Struktur des Zytoskeletts in Zellen sichtbar zu machen,
da es hochselektiv an F-Aktin bindet [185]. Durch die Konjugation des fluoreszierenden
Farbstoffes Alexa Fluor® 488 an F-Aktin ist es mdglich, die Bindung an einem
Fluoreszenzmikroskop sichtbar zu machen. Die Farbung des Zytoskeletts ermdglichte es hier,
die Querschnittsfliche der NMCM zu visualisieren und quantitativ auszuwerten, um das
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Zellwachstum (Hypertrophie) nach Substanzeinwirkung analysieren zu kénnen.

Frisch praparierte NMCM (s. 3.1.1) wurden hierzu auf mit Polylysin beschichtete 18 mm
Deckglasern in einer 12-Well Platte ausplattiert (100.000 Zellen pro Well) [186]. Am folgenden
Tag wurde das Medium auf 1 % FCS in MEM gewechselt und die Zellen einen weiteren Tag
bei 37 °C und 1% COz2 inkubiert. Anschliefend wurde Medium auf 0% FCS in MEM
gewechselt und wie zuvor einen Tag inkubiert. Am 4. Tag wurden verschiedene Inhibitoren auf
die Zellen gegeben und zunédchst 1 h inkubiert. AnschlieBend wurde ein Teil der Zellen mit
entweder Phenylephrin (4 uM) oder Insulin like Growth Faktor (IGF) (30 pM) stimuliert. Alle
Zellen wurden fur weitere 24 h bei 37 °C und 1 % COz2 inkubiert. Zur Fixierung der Zellen
wurden diese zundchst mit DPBS gewaschen und danach fir 10 min mit 4 % PFA in H20
versetzt. PFA ist ein Quervernetzer von Proteinen, der die zelluldre Struktur erhdlt ohne dabei
Einfluss auf die Sekundarstruktur der Proteine zu nehmen [187]. Nach erneutem Waschen mit
DPBS wurden die Zellen zundchst 2 min mit -20 °C kaltem Methanol-Aceton (1:1) behandelt
und dann far 30 min mit 2 % (w/v) BSA in DPBS geblockt. Anschliefend wurden die Zellen
20 min in Phalloidin-L6sung (3,33 U/ml in DPBS) im Dunkeln inkubiert, danach gewaschen
und dann erneut im Dunkeln mit Hoechst-Losung (2 pl/ml in DPBS) fir 15 min behandelt.
Abschliefend wurden die Deckglaser mit den Zellen nach griindlichem Waschen mit DPBS mit
Fluoromount® auf Objekttragern fixiert und Gber Nacht bei 4 °C ausgehartet.

Die Aufnahme der Zellen erfolgte an einem SP5 konfokalen Fluoreszenz Mikroskop von
Leica. Die Anregung der Fluorophore erfolgte bei 405 nm fir Hoechst und 488 nm fir
Phalloidin. Die Aufnahmezeit und Laserintensitat wurde hier an die jeweilige Probe angepasst
um optimale Belichtung zu erreichen. Die Querschnittflache der Zellen wurde schlie3lich mit

Image J (Fiji) bestimmt.

3.3.2 MTT-Assay

Das MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium)-Assay ermoglicht tber
die kolorimetrische Umsetzung von Tetrazoliumbromid in den Zellen zu dem unléslichen lila
Farbstoff Formazan (Abb. 10) eine photometrisch quantifizierbare Evaluierung des
Zelluberlebens [188].

H9c2 Zellen wurden in einer 24-Well Platte ausgesat und bei ausreichender Konfluenz mit
verschiedenen Inhibitoren behandelt. Die behandelten Zellen wurden bei 37 °C und 5 % CO2
72 h inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurde das Medium abgenommen und 400 ul der
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MTT-L6sung (0,5 mg/ml in Hungermedium) hinzugegeben und fir 1 h inkubiert. AnschlieRend
wurden die lysierten Zellen in 200 pl/Well Isopropanol/HCI-Lésung (0,1 M HCI in
Isopropanol) aufgenommen und in eine 96-Well Platte Uberfuhrt. Die Absorption der Ldsung
wurde mit einem Tecan Spark-20M Plate-Reader bei 570 nm photometrisch bestimmt und mit

der Hintergrundabsorption bei 650 nm verrechnet.

s

HN-—N
N — \
oL o
Br
Tetrazoliumbromid (gelb) Formazan (lila)

Abbildung 10 Chemische Struktur von gelbem Tetrazoliumbromid und lila Formazan. Die Umsetzung erfolgt
in lebenden Zellen gekoppelt an die Reduktion von NADH zu NAD™. Das lila Formazan kann photometrisch bei
570 nm quantitativ bestimmt werden.

3.3.3 ATP-Assay (In Zusammenarbeit mit Stefan Schraml und Julia Fender)

Der ATP-Assay bestimmt tber die Quantifizierung von ATP im Lysat von kultivierten
Zellen die metabolische Aktivitat der Zellen und gibt so Aufschluss tUber ihre Viabilitat. Die
Bestimmung von ATP erfolgte mithilfe des CellTiter-Glo luminescence cell viability Kits von
Promega nach Herstellerangaben. Dieses quantifiziert die ATP-Menge im Lysat tber die ATP
abhéangige und Lumineszenz erzeugende Umsetzung von Luziferin zu Oxyluziferin. Die ATP
Bestimmung erfolgt in einer 96-Well Platte mit jeweils 15.000 H9c2-Zellen und 100 pl
Medium je Well. 100 ul des Promega Reagenz-Mix wurden zu den Proben gegeben, als Null-
Kontrolle dienen 100 pl frisches, unbehandeltes Zellkulturmedium ohne Zellen. Nachdem die
Proben 2 min auf einer Schittelplatte gemischt und 5 min bei Raumtemperatur im Dunkeln
inkubiert wurden, wurde das Lysat auf eine Lumineszenzplatte tibertragen und weiter 5 min im
Dunkeln inkubiert. Abschlielend erfolgte die Messung am Synergy Neo 2 von BioTek bei

540 nm photometrisch bestimmt.
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3.3.4 Laktat-Assay (In Zusammenarbeit mit Stefan Schraml und Julia Fender)

Nahezu alle eukaryotische Zellen produzieren Laktat in Folge von Glykolyse als Reaktion
auf Stresssituationen. Glykolyse und die damit verbundene Laktatproduktion wird zum Beispiel
von Stressoren wie Hypoxie, erhdhter Proliferationsrate, oxidativem Stress und mitochondriale
Dysfunktion verstérkt. Die Bestimmung von Laktat kann quantitativ durch kolorimetrische
Analyse des medialen Uberstandes von Zellkulturen bestimmt werden [189].

Eine Standardverdinnungsreihe wurde mit 25 mM Laktat in Zellkulturmedium als héchste
Konzentration und sechs weiteren jeweils halbierten Konzentrationen angesetzt. Zur Messung
diente der Zellkulturiiberstand von H9c2-Zellen, die mit 15.000 Zellen pro Well auf einer
96-Well Platte gezogen wurden. Die Laktatmessung erfolgte in einer klaren 96-Well Platte, in
der 10 pl des Standards oder des Zellkultur-Uberstandes in einem Well mit 90 pul Reagenzmix
gemischt und fur ca. 4 min im Dunkeln inkubiert wurden. Die Reaktion wurde durch Zugabe
von 50 pul 1 M HCI gestoppt und der Farbumschlag bei 490 nm photometrisch bestimmt.

Reagenzmix

NAD 75 mg
In 25 ml TRAM Puffer 16sen

5x Farblésung 5mil
LDH 8,2 ul

TRAM Puffer

Triethanolamin 107 mM
EDTA 10,7 mM
Magnesiumchlorid 41,8 mM
In H20, pH 7,5, steril filtriert

5x Farbldsung

PMS 1,63 mM
INT 3,95 mM
Ethanol 35 % (V/V)
In H20 im Ultraschallbad 16sen

Triton X 2 % (viv)
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3.3.5 Konfluenz-Assay (In Zusammenarbeit mit Stefan Schraml und Julia Fender)

Um das Uberleben der Zellen nach Einwirkung von verschiedenen Wirkstoffen zu
untersuchen, kann die Konfluenz der Zellen auf der Platte Aufschluss darlber geben, wie viele
Zellen abgestorben sind. Zu diesem Zweck wurden H9c2 Zellen in einer 96-Well Platte zu je
15.000 Zellen ausplattiert und mit den entsprechenden Substanzen behandelt. Nach 72 h wurde
die Konfluenz der Zellen mikroskopisch mit einem Leica THUNDER Imager 3D Zellkultur
Mikroskop bestimmt. Die Analyse und Auswertung der Konfluenz erfolgte automatisch tber

das Programm Image J Fiji mit dem Plugin ,,Canny Edge Detector*.

3.3.6 Impedanzmessung mit dem CardioExcyte96 von Nanion

Das CardioExcite96 von Nanion ermdglicht eine Quantifizierung verschiedener
Zellparameter tber die Messung von Widerstdnden in einem durch die Zellen laufenden
elektrischen Impuls [175]. Die in 96-Well Platten eingelassenen Goldelektroden ermdéglichen
die Messung von allen adhdrenten Zellkulturen sowie Primérzellen, die Zell-Zell-Kontakte
ausbilden und sich so miteinander vernetzen.

Die frisch praparierten NMCM (s. 3.1.1) wurden auf eine mit Fibronektin (10 pg/ml in
PBS; 1,5h) beschichtete 96-Well Goldelektrodenplatte NSP96 - 2.0 mm von Nanion
ausplattiert (70.000 Zellen/Well) und tber Nacht bei 1% CO2 und 37 °C inkubiert. Am
folgenden Tag wurde das Medium auf 1 % FCS in MEM gewechselt und die Messung im
CardioExcyte96 gestartet. Die Messung fand alle 30 min mit einer Messdauer von 20 s statt.
Die Inkubationkammer hielt die Parameter der Zellumgebung konstant bei 1% CO2 bei
11-14 L/h Luftwechsel (Ibidi System), Bodentemperatur bei 36,6 °C und Deckeltemperatur bei
38,5 °C. Sobald sich die Zellen equilibriert hatten und die Base Impedanz nicht weiter anstieg,
wurde das Medium zu Hungermedium (0 % FCS in MEM) gewechselt und die Zellen fur
12 h—24 h weiter im Gerat inkubiert. Eine Stunde vor Zugabe der Inhibitoren wurde das
Hungermedium mit der Hélfte des VVolumens erneuert und die Inhibitoren in der anderen Hélfte
des Volumens in Hungermedium angesetzt, um einen vollstandigen Austausch des Medium bei
Zugabe der Inhibitoren zu vermeiden. Eine wenn angegeben erfolgte Stimulation der Zellen zur
Simulation von Stress erfolgte eine Stunde nach Zugabe der Inhibitoren mit (-)-Isoproterenol
Hydrochlorid (Endkonzentration pro Well: 43 nM), ein B-adrenerger Rezeptoragonist. Die
Zugabe erfolgt tber je 5 ul/Well einer 0,86 mM Losung in Hungermedium und die Reaktion
der Zellen wurde fiir 20 min alle 2 min fur je 20 s aufgenommen. AnschlieRend lief die Messung
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weiterhin in 30 min Intervallen fir die ndchsten 24 h — 72 h.

Der Export der Daten erfolgte Uber das CardioExcyte96 eigene Kontrollprogramm. Wells,
die bereits vor Inhibitorzugabe arrhythmische Schlagmuster aufwiesen, wurden aus der
Auswertung ausgeschlossen. Zeigte sich im Verlauf der Messung arrhythmisches Verhalten in
den Kontrollwells, wurde die gesamte Messung nicht fiir die Auswertung herangezogen. Die
gemessenen Impedanzwerte wurden auf einen Kontrolllauf vor Zugabe der Inhibitoren
normalisiert, um Inhibitor-unabhdngige Schwankungen zwischen einzelnen Wells in der
Auswertung nicht mit einzubeziehen. Zusétzlich wurde auf die unbehandelte Kontrolle der
jeweiligen Messung normalisiert, um externe Einflisse auf die Messung nicht in der
Auswertung wiederzugeben.

Die Messungen wurden in Zusammenarbeit mit Julia Fender (Institut fir Toxikologie und

Pharmakologie, Universitat Wirzburg) durchgefihrt.

3.4 Statistik

Alle statistischen Auswertungen und grafischen Aufarbeitungen dieser erfolgten Gber
Graphpad Prism 8/9. Alle Daten sind als Mittelwert mit Standardfehler des Mittelwertes (SEM)
angegeben. Die statistische Analyse von nur zwei zu vergleichenden Gruppen erfolgte tber
einen gepaarten t-Test. Zur Analyse mehrerer Gruppen untereinander oder gegen nur eine
Kontrolle wurde eine einfache Varianzanalyse (One-Way-Anova) mit anschliefendem
Tukey-Test verwendet. Unterschiede wurden als signifikant erachtet, wenn sie innerhalb eines

Konfidenzintervalls von 95 % lagen.
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4 Ergebnisse
4.1 Evaluierung des Impedanz-Assays zur Bestimmung von Kardiotoxizitat

Da Screening-Methoden fir kardiale Nebenwirkungen von Chemotherapeutika in der
praklinischen Entwicklung kaum vorhanden sind, ist eine frihe Selektion der Wirkstoffe
aufgrund ihrer Kardiotoxizitat meist nicht moglich. Ein hdufiger Abbruch der Entwicklung
neuer Medikamente aufgrund ihrer kardiotoxischen Nebenwirkung in spateren klinischen
Studien oder sogar Revidierung der Zulassung von Medikamenten ist die unerwiinschte Folge.
Die meisten praklinischen Richtlinien zur Untersuchung von Kardiotoxizitat beschréanken sich
jedoch auf wenige, gezielte Untersuchungen zum Ausschluss bestimmter arrhythmogener
Eigenschaften neuer Substanzen, die kein ausreichend umfassendes Bild liefern, um eine
realistische Einschatzung der Wirkstoffe zu ermdglichen [5,6].

Zur besseren Evaluierung kardiotoxischer Effekte neuer Substanzen etablierten wir einen in
vitro Assay zur Bestimmung des Einflusses von Substanzen auf Zelliberleben und Funktion:
Zellschadigung, Funktion der Herzmuskelzellen und arrhythmogener Wirkung von Substanzen.
So soll eine friihzeitige Erkennung von kardialen Nebenwirkungen ermdglicht werden. Dieser
Assay basiert auf dem Messgerat CardioExcite96 von Nanion, das durch seine
impedanzbasierte Messung von spontan schlagenden Zellen (neonatale Mauskardiomyozyten,
NMCM) eine simultane Evaluierung der Zelldichte, des Schlagrhythmus und der
Schlagfrequenz ermdglicht. Die parallele Messung verschiedener Substanzen in einer 96-Well
Platte mit Goldelektroden ermdglicht zusatzlich einen hohen Messdurchsatz und die schnelle
Gewinnung relevanter Messdaten [172,175,180].

4.1.1 Auswahl der Referenzsubstanzen

Um die Impedanzmessung von NMCM auf dem CardioExcite96 als geeignete Methode zur
Fruherkennung von kardiotoxischen Substanzen zu evaluieren, wurden Wirkstoffe getestet, die
bereits in der Klinik Anwendung finden und deren kardiotoxische Kurz- und
Langzeitwirkungen auf den Menschen bekannt sind. Vier Wirkstoffe zur Behandlung von
verschiedenen Krebsarten wurden als Referenzsubstanzen auf ihre kardiotoxischen
Eigenschaften in neonatalen Mauskardiomyozyten untersucht, um die Eignung der Methode zu
testen und Vergleichsdaten fiir die Beurteilung neuer Substanzen zu generieren. Hierbei handelt

es sich um Doxorubicin und Sorafenib, die schon seit 47 bzw. 16 Jahren in klinischer
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Verwendung sind sowie zwei neuere Kinaseinhibitoren, Trametinib und Selumetinib, die im
letzten Jahrzehnt von der FDA zugelassen wurden [190]. Als Negativkontrollen dienen zwei
Wirkstoffe zur Behandlung von Bluthochdruck und Herzinsuffizienz, der Angiotensin-1I-
Rezeptor-Subtyp-1 (AT1) Antagonist Valsartan und der Inhibitor des Angiotensin-Converting-
Enzyms (ACE) Ramipril [190]. Es sollten keine kardiotoxischen Effekte auftreten, da sie priméar
Einfluss auf Zielproteine in GefaRzellen nehmen und mogliche kardiale Nebenwirkungen
Sekundareffekte der Vasodilatation sind. Der Einsatz dieser Substanzen bei
Herzinsuffizienzpatienten schiitzt vor pathologischen Umbauprozessen im Herzmuskel und
vermittelt so eine protektive Wirkung [191-193]. Ein toxischer Einfluss auf die isolierten
Kardiomyozyten ist daher nicht zu erwarten (Tabelle 1).

Da die Ubertragung von physiologisch relevanten Konzentrationen nicht eins zu eins auf in
vitro Assays mdoglich ist, wéhlten wir fur die eingesetzten Referenzsubstanzen je zwei
Konzentrationen zur Untersuchung der kardiotoxischen Effekte. Je eine dieser Konzentrationen
lag oberhalb und eine unterhalb der in Patienten beobachteten mdoglichen maximalen
Wirkstoffkonzentration im Plasma (Cmax). Eine Ausnahme bildet hier Trametinib, dessen Cmax
in etwa in der gleichen GréRenordnung liegt wie die untere verwendete Konzentration, da
Messungen in dieser Konzentration schon keine signifikanten Einflisse mehr beobachten
lieRen. Anhand dieser Konzentrationen kdnnen wir vergleichen, ob eine Schadigung der Zellen
schon bei niedrigeren oder erst bei hoheren Konzentrationen der Substanzen detektierbar ist
und vergleichbare Effekte zeigt, wie es im Menschen beobachtet wurde. Fir die
Negativkontrollen wurde jeweils eine Konzentration gewahlt, die oberhalb ihrer im Menschen
beobachteten cmax Werte liegt, um zu bestétigen, dass die Wirkstoffe auch im Impedanzassay
keine toxischen Einfllsse auf die Kardiomyozyten haben.

Eine erfolgreiche Wiedergabe des kardiotoxischen Potentials der Wirkstoffe durch den
Assay ist erreicht, wenn die h&ufig auftretenden (Inzidenz bei mindestens einem von 100
Patienten: >1/100) kardiotoxischen Effekte, die in der Klinik beobachtet wurden, auch im
Assay zu signifikanten Veranderungen der NMCM flhren. Nebenwirkungen, die in der Klinik
selten (1/100-1/1.000) und sehr selten (1/1.000-1/10.000) auftreten, hangen oft von
individuellen Risikofaktoren der Patienten ab und werden in diesem Assay, ohne Anpassung
auf bestimmte Risiken, nicht reprasentativ erfasst. Die in Tabelle 2 aufgelisteten
Nebenwirkungen fir Valsartan und Ramipril beruhen auf den Sekundareffekten der
Vasodilatation, die vermehrt in vorgeschadigten Herzen zu Nebenwirkungen fiihren kdnnen.

Direkte adverse Effekte auf die Kardiomyozyten sind nicht zu erwarten [191-196].
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Tabelle 1 Daten und eingesetzte Konzentrationen der Referenzsubstanzen

Substanz FDA seit Cmax (Mensch) [c] niedrig [c] hoch
Doxorubicin 1974 5,0 uM [21] 0,5 uM 10,0 uM
Sorafenib 2005 21,5 uM [31] 10,0 pM 30,0 pM
Trametinib 2013 0,04 uM [197] 0,1 puM 9,2 uM

Selumetinib 2020 7,5 uM [133] 1,0 uM 30,0 uM
Valsartan 1996 7,7 UM [198] - 10,0 uM
Ramipril 1991 0,125 uM [199] - 10,0 uM

Tabelle 2 Klinische kardiale Nebenwirkungen der Referenzsubstanzen entnommen aus der
Zusammenfassung der Merkmale des jeweiligen Arzneimittels [33,125,136,200-202]

Substanz Haufig Selten Sehr selten
(>1/100) (1/1.000-1/100) (1/10.000-1/1.000)
Doxorubicin = Kardiomyopathie: verringerte
LVEF; EKG Veranderung:
Sinus Tachykardie,
Bradykardie, Schenkelblock,
Arrhythmien
Sorafenib Herzinsuffizienz, myokardiale QT-Prolongation
Isch&mie und Infarkt
Trametinib | Linksventrikuldre systolische  Herzversagen
Dysfunktion (e.g., verringerte
LVEF), Bradykardie,
Selumetinib = Kardiomyopathie, verringerte
LVEF, Tachykardie
Valsartan (Herzversagen nach
MI)
Ramipril (Myokardiale
Ischamie und
myokardialer
Infarkt,
Tachykardie,
Arrhythmie,
Palpitation)
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4.1.2 ldentifizierung kardiotoxischer Effekte der Referenzsubstanzen Uber die
Base-Impedanz

Die herzschadigende Wirkung mancher Wirkstoffe beruht auf der direkten Schadigung der
verschiedenen kardialen Zellen. Diese Art der Schadigung ist hdufig irreversibel und somit Gber
die Zeit kumulativ. Bei Medikamenten, die diese Art Schaden verursachen, fihrt das in der
Regel zu einer starken Dosiseinschrankung. Eine frihzeitige Erkennung von
myokardschéadigenden Substanzen wére daher ein grofRer Vorteil in der Entwicklung neuer
Medikamente [12]. Um diesen destruktiven Effekt zu untersuchen, haben wir die Base-
Impedanz der kultivierten Zellen auf dem CardioExcyte96 kontinuierlich Uber einen
Behandlungszeitraum von einem Tag gemessen und die Ergebnisse der Referenzsubstanzen mit
den klinischen Daten verglichen (Abb. 11).

Fur diesen Versuch wurde eine konstante Zellzahl pro Well ausgesat. Um Schwankungen
zwischen unabhéngigen Versuchen zu vermeiden, wurde jeder Versuch auf seine jeweilige
unbehandelte Kontrolle normalisiert. Die Negativkontrollen Valsartan und Ramipril zeigten
keinen Unterschied der Base-Impedanz zur unbehandelten Kontrolle. Da sie auch in Patienten
keine Myokardschadigung auslésen, bestatigen diese Ergebnisse die gute Vertraglichkeit, die
auch im Menschen beobachtet wurde (Abb. 11 A) [200,201]. Die Base-Impedanz der anderen
Referenzsubstanzen (Positivkontrollen) zeigte eine signifikante Reduktion der Zelldichte nach
24-stiindiger Behandlung mit nahezu allen kardiotoxischen Substanzen, mit Ausnahme von
Trametinib in seiner niedrigen Konzentration (Abb. 11 B). Den groRten Einfluss auf das
Zelliiberleben erwarteten wir von Doxorubicin und Sorafenib, da sie bereits in der
Vergangenheit als stark zytotoxisch charakterisiert wurden. Insbesondere Anthrazykline wie
Doxorubicin sind fur ihre schwere myokardschadigende Wirkung bekannt, die zu schweren
Kardiomyopathien und Herzversagen fihren kann [195,203] Doxorubicin und Sorafenib
verursachten eine signifikante und dosisabhéngige Abnahme des Zelliberlebens auf ca. 89-
84 % bzw. 71-67 %. Obwohl die genauen Ursachen fur die Toxizitdt von Doxorubicin noch
immer strittig sind, ist die erhéhte Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) die
wahrscheinlichste Ursache fir die Zellschaddigung [23,27]. Sorafenib wies ebenfalls in in vitro
sowie in in vivo Studien starke kardiotoxische Effekte auf, wobei die genauen Ursachen weniger
genau bestimmt sind. Eine zytotoxische Wirkung durch die Inhibierung von C-Raf ist eine der
maoglichen Ursachen fiir die erhohte Schadigung der Kardiomyozyten und auch die erhdhte
Produktion von ROS ist nicht ausgeschlossen. Der Einfluss von Sorafenib auf die zellul&ren
und mitochondrialen Calciumlevel wurde ebenfalls zuvor beobachtet [26,27,34,35,204].
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Abbildung 11 Einfluss der Wirkstoffe auf die Base-Impedanz, ein Parameter, der mit Zelliiberleben korreliert
wird. Die Diagramme zeigen das relative Uberleben der NMCM gegen die unbehandelte Kontrolle (DMSO) nach
Behandlung fur 24 h mit verschiedenen Referenzsubstanzen. (A) Die Base-Impedanz nach Behandlung der
NMCM mit den Negativkontrollen gegen die Kontrolle (DMSO) (B) Die Base-Impedanz nach Behandlung der
NMCM mit den Positivkontrollen in jeweils einer hohen und einer niedrigen Konzentration gegen die Kontrolle
(DMSO). Die Anzahl der unabhéngigen Versuche istin den jeweiligen Balken angegeben; *, P<0,05 zur Kontrolle;
n.s., nicht signifikant; Mittelwert + SEM.

Die MEK-Inhibitoren Trametinib und Selumetinib hingegen besallen nur einen geringen
Einfluss auf das Zelluberleben. Trametinib wies nur in seiner htheren Konzentration (9,2 uM)
eine leichte, aber signifikante Zellschadigung von ca. 10 % auf. Diese Konzentration liegt
jedoch weit ber dem cmax von 36,1 nM in Patienten [197]. Die niedrigere Konzentration
(0,1 puM), die ebenfalls leicht Gber dem cmax liegt, verursachte keine signifikante VVeranderung.
Selumetinib hingegen wies in beiden Konzentrationen eine leichte, aber signifikante
Zellschadigung von 5-10 % auf, auch unterhalb des cmax. Keiner der beiden MEK-Inhibitoren
wurde bisher explizit auf seine Zytotoxizitat gegen Kardiomyozyten hin untersucht. Dass eine
Inhibierung des kardioprotektiven Raf/MEK/ERK Signalweges allerdings zu Einbuf3en im
ZellUberleben fuhrt ist nicht unwahrscheinlich [102]. Die im spateren Verlauf dieser Arbeit
beobachtete dosisabhéngige Zytotoxizitat von ERK-Inhibitoren wirde ebenfalls dafiirsprechen,
dass auch bei MEK-Inhibitoren eine Zellschadigung in Abhangigkeit von der Konzentration
auftritt, die allerdings sehr viel geringer auszufallen scheint als bei ERK-Inhibierung
(Vgl. 4.3.2).
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Die hier erhobenen in vitro Ergebnisse iber den Einfluss der Substanzen auf die
Kardiomyozyten stimmten mit den klinischen Daten gut Uberein (Tabelle 2). Alle Substanzen,
die Myokardschaden in Patienten hervorrufen, zeigten schon bei geringen Konzentrationen,
unterhalb des im Menschen beobachteten cmax, eine signifikante Schadigung der NMCM. Im
Falle von Trametinib, das klinisch keine auffélligen Zellschaden verursacht, konnte auch im
Impedanzassay ein Einfluss auf die Zellen nur in Konzentrationen beobachtet werden, die weit

uber der klinisch verwendeten Dosis lag.

4.1.3 Vergleich der Base-Impedanz mit gangigen in vitro Zytotoxizitats-Assays

Zur weiteren Charakterisierung der Substanzen und zur besseren Einordnung der aus der
Impedanzmessung gewonnen Daten, wurden weitere Assays durchgefiihrt, um das Uberleben
und den Metabolismus der Zellen zu untersuchen. Da fur diese Assays keine schlagenden Zellen
benodtigt werden, wurden anstelle der aus Méausen gewonnenen NMCM die Zelllinie H9c2
verwendet. Um Unterschiede im Verhalten dieser Myoblasten-Zelllinie, die ursprunglich aus
Rattenherzen gewonnenen wurde, im Gegensatz zu NMCM auszugleichen, wurde in diesen
Assays eine langere Inkubationszeit von 72 h gewahlt [205,206]. Zur Quantifizierung des
Zelluberlebens verwendeten wir einen Konfluenz-Assay, einen ATP-Assay sowie einen
MTT-Assay. Um einen Einblick in die Einfllisse auf den Metabolismus zu bekommen, fiihrten
wir zusatzlich einen Laktat-Assay durch. Die Negativkontrollen verursachten in keinem der
Assays Ergebnisse, die von der Kontrolle abwichen (Abb. 13).

Der Konfluenz-Assay (Abb. 12 A) zeigte sehr viel weniger Einfluss der Referenzsubstanzen
auf das Zelluberleben als die Base-Impedanz oder der MTT-Assay, der das Redoxpotential als
Mall fur das ZellUberleben quantifiziert. Doxorubicin verursachte eine signifikante
Verringerung der Zelldichte, wohingegen Sorafenib nur bei hohen Konzentration eine
Reduktion der Zelldichte verursachte. Trametinib und Selumetinib bewirkten Kkeine
Veranderung in der Konfluenz der Zellen.

Der MTT-Assay zeigte ahnliche Daten wie die Base-Impedanzmessung (Abb. 12 B). Das
im MTT-Assay gemessene Zelluberleben war im Vergleich zur Base-Impedanz stérker
beeinflusst durch die Wirkstoffe, zeigte aber grundsatzlich die gleichen Tendenzen.
Doxorubicin und Sorafenib zeigten starke Einflisse auf das Zelluberleben. Die hohen
Konzentrationen tdteten nahezu alle Zellen ab. Trametinib zeigte ebenfalls eine dosisabhangige
Reduktion des Zelllberlebens, allerdings in weitaus geringerem MaRe als Doxorubicin und
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Sorafenib. Die von Selumetinib verursachte Zellschédigung erreicht im MTT-Assay keine
Signifikanz.

Die Quantifizierung der ATP-Produktion nach Inkubation mit den Wirkstoffen gibt ebenfalls
einen Einblick in die Verdnderung des Zelliberlebens (Abb. 12 C). Ahnlich wie der
MTT-Assay quantifiziert sie das Zelluberleben anhand von metabolischen Prozessen, i.e. der
Produktion von ATP. Die nach Wirkstoffeinfluss beobachtete Reduktion in Zellliberleben im
ATP-Assay ahnelt den Ergebnissen aus dem MTT-Assay und zeigte genau wie dieses starkere
Einfllsse auf die Zellen als die Base-Impedanz. Die Unterschiede zwischen dem MTT- und
ATP-Assay zur Base-Impedanzmessung kénnten von der Verwendung einer anderen Zelllinie
und langerer Inkubationszeit herriihren. Die Quantifizierung des Zelluberlebens (ber
metabolische Faktoren kann auch eine Veranderung des Metabolismus miteinbeziehen und die
Ergebnisse so zusatzlich beeinflussen.

Der Laktat-Assay (Abb. 12 D), das Uber die Bestimmung des Laktatgehaltes die
metabolische Funktion der Zellen quantifiziert, bestétigte die Vermutung, dass die Wirkstoffe
teilweise einen Einfluss auf den Metabolismus nehmen. Dass die Zellen nach
Wirkstoffeinwirkung trotz stark reduzierter Zellzahl noch immer eine stabile Laktatproduktion
aufwiesen, lasst vermuten, dass die tbrigen Zellen ihren Metabolismus intensivieren, um die
Laktatwerte zu erhalten. Doxorubicin wurde in friheren Studien als mitochondrienschadigend
befunden, was zu einer Reduktion der ATP-Level flhrt und die sehr niedrigen ATP-Werte in

unseren Messungen bestétigen wiirde [207].
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Abbildung 12 Verschiedene in vitro Assays zur Bestimmung von Zelliiberleben und Metabolismus in H9c2

Zellen nach 72 h Einwirkung der Referenzsubstanzen dargestellt als Vielfaches der Kontrolle (DMSO). Zur

Bestimmung des Zelliiberlebens wurden der (A) Konfluenz-Assay, (B) der MTT-Assay und (C) der ATP-Assay

durchgefiihrt. Zur Bestimmung des Zellmetabolismus wurde (D) ein Laktat-Assay durchgefiihrt. Die Anzahl der

unabhangigen Versuche ist in den jeweiligen Balken angegeben. *, P<0,05 zur Kontrolle. Mittelwert £ SEM.
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Abbildung 13 Die Negativkontrollsubstanzen Valsartan und Ramipril in verschiedenen in vitro Assays. Die

Assays wurden in H9c2 Zellen nach 72 h Inkubation mit den Inhibitoren durchgefiihrt. Zur Bestimmung der
Zellgesundheit wurden (A) der Konfluenz-Assay (B) der MTT-Assay und (C) der ATP-Assay durchgefiihrt. Zur

Bestimmung der metabolischen Veranderung der Zellen wurde (D) der Laktat-Assay durchgefuhrt. Die Anzahl

der unabhéngigen Versuche ist in den jeweiligen Balken angegeben. *, P<0,05 zur Kontrolle. Mittelwert + SEM.

Die Base-Impedanzmessung zur Bestimmung des Zellliberlebens scheint die klinischen

Ergebnisse in vergleichbaren Konzentrationen gut widerzuspiegeln und stellt daher ein

vielversprechendes Assay zur Bestimmung des Wirkstoffeinflusses auf das Zellliberleben dar.

Auch im Vergleich zu anderen in vitro Assays zur Bestimmung von Zytotoxizitat erwies es sich

als verlasslich. Da in der Vergangenheit aber bereits zelluldre Impedanzassays verwendet

wurden, um zytotoxische Effekte zu untersuchen [208,209], ist die Ergdnzung der Parameter
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um die Schlagfunktion und Arrhythmien der Zellen ein wichtiges Alleinstellungsmerkmal
dieses Assays, das im Folgenden untersucht wurde. Die Kardiotoxizitat von Wirkstoffen wird
nicht ausschlieBlich Gber die zytotoxische Wirkung vermittelt, sondern kann sich auch in der
funktionellen Schadigung der Zellen und folglich der Dysregulation der Schlagfunktion &uf3ern.
Um diesen Aspekt der Kardiotoxizitdt zu analysieren, untersuchten wir zusétzlich die

kontraktile Funktion der Zellen nach Inkubation mit den Referenzsubstanzen.

4.1.4 ldentifizierung der funktionellen Toxizitat der Referenzsubstanzen

Neben Veranderungen des Zellliberlebens und der damit verbundenen strukturellen
myokardschadigenden Wirkung der Substanzen fuhren klinisch verwendete Krebstherapeutika
h&ufig zu akuten Verdnderungen im Schlagmuster der Zellen. Eine Verénderung der
Schlagfrequenz (Bradykardie, Tachykardie) oder eine Reduktion der Schlagkraft kann im
Patienten schwere Nebenwirkungen auslésen. Fir diese funktionellen Nebenwirkungen gibt es
bisher keine in vitro Assays und eine VVorhersage moglicher Toxizitaten erfolgt haufig erst in
spateren in vivo Versuchen [7,8]. Die hier vorgestellte Impedanzmessung ist in der Lage, die
kontraktile Funktion der kultivierten Kardiomyozyten in Echtzeit zu verfolgen und mdégliche
Veranderungen zu detektieren.

Die Impedanzmessung der spontan schlagenden NMCM auf dem CardioExcite96
ermoglicht eine numerische Darstellung des Schlagverhaltens der Zellen unter Einfluss der
verschiedenen Substanzen und ermdglicht eine Evaluierung der potentiellen Toxizitat auf die
Schlagfrequenz und -starke (Amplitude). Die hier gemessenen Daten zeigen die
Schlagamplitude (Abb. 14 A & B) und die Schlagfrequenz (Abb. 14 C & D) der Zellen nach
Inkubation mit den entsprechenden Wirkstoffen. Da Verdnderungen in der Funktion der Zellen
in der Regel akute Nebenwirkungen sind, die kurze Zeit nach Behandlungsbeginn auftreten und
meist nach Absetzen der Substanzen reversibel sind, messen wir hier die akute Wirkung der
Substanzen auf die Zellen nach einer Stunde Inkubation [14,164].

Die Negativkontrollen zeigten keinen Einfluss auf die Amplitude oder Schlagrate der Zellen
(Abb. 14 A & C). Doxorubicin und Selumetinib zeigten ebenfalls keine Wirkung auf die
Funktion der Zellen, weder in niedriger noch in hoher Konzentration (Abb. 14 B & D). Obwonhl
in Patienten eine Verringerung des linksventrikularen Ejektionsvolumens nach
Medikamenteneinnahme beobachtet wurde, konnte hier keine Verdnderung des
Schlagverhaltens beobachtet werden.
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Sorafenib und Trametinib beeinflussten die Kontraktionsfahigkeit der NMCM hingegen
signifikant. Sorafenib verursachte bereits bei einer niedrigen Konzentration eine starke
Reduktion der kontraktilen Funktion und reduzierte die Amplitude auf 59 % und die Schlagrate
auf 30 %. Bei hoherer Konzentration verursachte Sorafenib eine vollstandige Aussetzung der
kontraktilen Funktion der Zellen. Diese Effekte werden vermutlich durch Sorafenibs Einfluss
auf die Calciumspiegel in den Zellen sowie dessen Effekt in den Mitochondrien ausgelost [35].
Ebenso kann die erhthte Produktion von ROS einen additiven negativen Einfluss auf die
kontraktile Funktion der Zellen haben [35,204]. Diese Effekte sind in den klinischen Daten
nicht direkt widergespiegelt, konnen jedoch die Ursache oder ein Teil der Ursache der
beobachteten Herzinsuffizienz sein.

Trametinib verursacht bei hoher Konzentration eine signifikante Reduktion der Schlagrate
um ca. 27 %, wobei die Amplitude unverandert blieb. Diese beobachteten Effekte spiegeln die
Bradykardie, die in Patienten beobachtet wurde, wider [125]. Dies zeigte sich im Assay
allerdings erst bei sehr hohen Konzentrationen des Wirkstoffs. Dass die niedrige Konzentration
keine Verringerung der Schlagfrequenz ausldste, spricht eher fiir eine geringere Sensitivitét des

Assays in Bezug auf die kontraktile Funktion der Zellen.
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Abbildung 14 Die Impedanzmessung gibt Aufschluss tber das Schlagmuster der NMCM nach einstiindiger
Behandlung mit verschiedenen Referenzsubstanzen, dargestellt als Vielfaches der Kontrolle (DMSO). (A) Die
Amplitude nach Behandlung mit den Negativkontrollen. (B) Die Amplitude nach Behandlung mit den
Positivkontrollen. (C) Die Schlagrate nach Behandlung mit den Negativkontrollen. (D) Die Schlagrate nach
Behandlung mit den Positivkontrollen. Die Anzahl der unabhé&ngigen Versuche ist in den jeweiligen Balken

angegeben; *, P<0,05 zur Kontrolle; n.s., nicht signifikant; Mittelwert + SEM.

Anders als die Myokardsch&digung scheint die Wirkung der Substanzen auf die kontraktile
Funktion der Zellen nicht so genau vorhersagbar zu sein. Die kultivierten Zellen zeigen sehr
viel weniger Verdnderung in ihrer Kontraktion nach Substanzzugabe, als es durch die

klinischen Daten zu erwarten gewesen waére. Erst bei hohen Konzentrationen scheinen die
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Substanzen die Kontraktionen zu beeinflussen. Zusétzlich scheint das wirkstoffbedingte
Absterben der Zellen ebenfalls einen Effekt auf die Kontraktion der Zellen zu haben, was die
Interpretation der Ergebnisse zusatzlich erschwert. Die funktionelle Reaktion der kultivierten
NMCM scheint durch das Zusammenspiel verschiedener toxischer Einfliisse anders beeinflusst
zu werden, als es Kardiomyozyten im Organismus tun und die Auswirkungen der schadigenden
Einflisse der Wirkstoffe sind daher nicht eindeutig den klinischen Symptomen zuzuordnen.
Aufgrund der geringeren Sensitivitdt des Assays scheint sich auch der Einsatz hoherer
Konzentrationen zu empfehlen, um eine besserer Abbildung der klinischen Daten zu erreichen.

Obwohl die Datenlage nicht vergleichbar eindeutig ist, wie bei der Base-Impedanz,
ermoglicht das Assay hier dennoch eine Interpretation der toxischen Einfliisse auf die

Kontraktion der Zellen, die andere in vitro Assays nicht bieten konnten.

4.1.5 Validierung des Impedanz-Assays fur die Erkennung von pro-arrhythmischen
Substanzen

Einer der wichtigsten Aspekte der préaklinischen Untersuchungen von Wirkstoffen in
Hinblick auf ihre Kardiotoxizitat ist ihr Potential Arrhythmien hervorzurufen. Bisher wurden
verschiedene targeted Assays verwendet, um das Risiko von Arrhythmien so gering wie
maoglich zu halten [6,166]. Diese Methoden testeten jedoch nur einzelne mechanistische
Risikofaktoren, wie die Dysregulation bestimmter lonenkandle, und koénnen daher kein
vollstandiges Bild tber die arrhythmogene Wirkung der Subtanzen geben [5,6,11,174]. Der hier
durchgefiihrte Assay ermdglicht die Aufzeichnung und Evaluierung des Schlagrhythmus der
Zellen nach Substanzzugabe, um Arrhythmien unabhéngig von ihrem mechanistischen
Ursprung zu erkennen (Abb. 15).

Der durch die Impedanz gemessene Wert fur die GleichmaRigkeit des Schlagrhythmus der
Zellen ist bei gleichbleibendem Rhythmus niedrig und nimmt mit starkeren Arrhythmien
zunehmend hohere Werte an. Da die Messungen in NMCM durchgefuhrt werden, welche
spontan schlagen, erzeugt auch die unbehandelte Kontrolle kein perfektes Schlagmuster. So
kann es vorkommen, dass die mit Substanzen behandelten Zellen mitunter Werte unter eins
annehmen und damit vereinzelt rhythmischer schlagen als die Kontrolle. Als arrhythmisch
gelten daher nur Werte, die signifikant hoher sind als die Kontrolle.

Die einzige Substanz, die in unseren Messungen zu signifikanter Verschlechterung des
Schlagrhythmus gefuihrt hat, war Doxorubicin in hoher Konzentration, was den beobachteten
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Nebenwirkungen aus der Klinik entspricht. Sorafenib, welches in anderen préklinischen
Studien pro-arrhythmische Effekte gezeigt hatte [35], verursachte in niedriger Konzentration
keine Arrhythmien. Da die hoheren Konzentrationen jedoch zu einem Aussetzen der
Kontraktion gefuihrt hatten, kann hier keine Aussage uber die pro-arrhythmische Wirkung

getroffen werden.

A B

ns

Schlagrhythmus
(Vielfaches der Kontrolle)
Schlagrhythmus
(Vielfaches der Kontrolle)

Abbildung 15 Einfluss der Substanzen auf den Schlagrhythmus der NMCM. Die Diagramme zeigen den
Schlagrhythmus der Kontraktion gegen die Kontrolle (DMSQ) nach einstiindiger Behandlung mit verschiedenen
Referenzsubstanzen. Ein hoher Wert im Vergleich zur Kontrolle bedeutet einen unregelmaiigen Rhythmus der
Kontraktionen. (A) Der Schlagrhythmus der Negativkontrollen im Vergleich zur Kontrolle (DMSO). (B) Der
Schlagrhythmus der Positivkontrollen im Vergleich zur Kontrolle (DMSO). Die Anzahl der unabhdngigen
Versuche ist in den jeweiligen Balken angegeben; die einzelnen Versuche sind als Punkte in dem Diagramm
dargestellt; *, P<0,05 zur Kontrolle; n.s., nicht signifikant; Mittelwert + SEM.

Da allerdings ein geringes pro-arrhythmisches Potential nicht zwangsléufig in jeder
Messung zu Arrhythmien fihren muss, lohnt es sich hier, die einzelnen Messungen zu
betrachtet. Trametinib und Selumetinib zeigen sowohl Messungen mit sehr gleichmaRigem
Schlagmuster, aber auch Messungen mit Arrhythmien. Obwohl der Mittelwert dadurch nicht
signifikant verandert ist, sollte man ein pro-arrhythmisches Potential bei diesen Substanzen
nicht ganzlich ausschlieen. Das pro-arrhythmische Potential von Trametinib und Selumetinib

ist in dieser Messung eher gering und tritt im Menschen vermutlich nur selten oder in
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Kombination mit speziellen Risikofaktoren auf. In einer klinischen Studie zu Trametinib,
konnte keine wirkstoffbedingte QT-Prolongation beobachtet werden [127]. Auch Selumetinib
zeigte in einer Studie mit gesunden Individuen bei einer einmaligen Dosis von 75 mg keine
QT-Prolongation [210]. Da eine QT-Prolongation jedoch nicht die einzige Ursache fir
Arrhythmien darstellt, sollten die beobachteten Effekte nicht ganzlich verworfen werden.
Insbesondere bei Risikopatienten sollte eine entsprechende Kontrolle der Herzparameter

wahrend der Behandlung vorgenommen werden.

Ahnlich wie die Messung zur Frequenz und Amplitude der Kontraktion zeigte das
Impedanzassay bei der Evaluierung von pro-arrhythmischen Effekten eine geringere
Sensitivitat auf die Wirkstoffe, als es im Menschen beobachtet wurde. Die Verwendung von
hoheren Konzentrationen zur verldsslichen Darstellung der kardiotoxischen Einfliisse ist hier
zu empfehlen.

Da die Arrhythmien in diesem Assay nicht bei jeder Messung gleich ausfallen, ware es
eventuell sinnvoll, die Art der Quantifizierung hier zu optimieren, um diesen Aspekt der
Kardiotoxizitat besser wiederzugeben. Eine klare Abtrennung von pro-arrhythmischen Effekten
und nur leichten Arrhythmien, der Empfindlichkeit der neonatalen Zellen geschuldet, sollte so
maoglich sein. Eine Quantifizierung zu finden und zu automatisieren, die sowohl die Inzidenz

als auch die Auspragung der Arrhythmien beachtet, ist jedoch nicht so einfach.

Durch den Vergleich der im Impedanzassay und weiteren in vitro Assays bestimmten
Kardiotoxizitit der Referenzsubstanzen mit den in der Klinik beobachteten Nebenwirkungen
lieR sich evaluieren, ob sich der vorgestellte Assay als in vitro Verfahren zur Charakterisierung
der Kardiotoxizitdten eignet. Nicht alle Bereiche der Impedanzmessung ergaben
konzentrationsgenaue Ergebnisse, ermdglichten aber dennoch eine gute Einschéatzung der
kardiotoxischen Effekte. Insbesondere die Uber die Base-Impedanz bestimmte zellschadigende
Wirkung der Substanzen konnte die im Menschen beobachteten Effekte verldsslich
wiedergeben und zeigte auch im Vergleich mit gangigen in vitro Zytotoxizitats-Assays
vergleichbare Genauigkeit. Die Beeinflussung der Kontraktion durch die Substanzen war
weniger sensitiv, gab aber in hoheren Konzentrationen einen guten Eindruck Gber mégliche
Effekte, die im Menschen erwartet werden konnen. Einer der wichtigsten Aspekte der
Kardiotoxizitat ist das Potential von Substanzen Arrhythmien hervorzurufen. Auch dieser

Parameter konnte durch die Impedanzmessung beurteilt werden und identifizierte
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pro-arrhythmische Substanzen mit der erhofften Genauigkeit.

Um dieses Assay nun auf noch nicht charakterisierten Substanzen anzuwenden, haben wir
im weiteren Teil dieser Arbeit verschiedene niedermolekulare AKT- und ERK-Inhibitoren auf
ihre Kardiotoxizitat untersucht.
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4.2 Charakterisierung der Kardiotoxizitat niedermolekularer
AKT-Inhibitoren

Zur friihzeitigen Evaluierung des kardiotoxischen Potentials von Substanzen sollte eine
breite Reihe an Faktoren untersucht werden. Strukturelle wie auch funktionelle Schadigungen
von Herzzellen sollten vor ersten zeit- und kostenintensiven Tierversuchen so gut es geht
ausgeschlossen werde, um auch die Verwendung von schédlichen Substanzen an Tieren und
Menschen so gering wie moglich zu halten. Das zuvor vorgestellte Impedanzsystem ermdglicht
hier die Abdeckung einer Vielzahl von moglichen adversen Effekten.

Nachdem die Evaluierung des Impedanz-Assays mit den Referenzsubstanzen eine hohe
Ubereinstimmung zwischen den in vitro Ergebnissen und den klinischen Daten gezeigt hat, soll
der Assay nun in noch ungetesteten Substanzen eingesetzt werden. Hierzu werden zwei Klassen
von Kinase-Inhibitoren, i.e. AKT-Inhibitoren und ERK-Inhibitoren, auf ihre kardiotoxische
Wirkung getestet. Da die Dysregulation der Signalwege von AKT und ERK in
Tumorerkrankungen eine wichtige Rolle spielt, werden zunehmend mehr Inhibitoren dieser
Kinasen zur Krebsbehandlung entwickelt [61,114]. Da diese Signalwege jedoch auch in vielen
Aspekten der Zellregulation eine wichtige regulatorische Rolle spielen, ist es naheliegend, dass
ein Eingriff in diese hochkonservierten Signalkaskaden zu Nebenwirkungen fiihren kann.
Niedermolekulare Kinase-Inhibitoren in diesen Signalwegen sind daher haufig Ursache
verschiedener on- und off-Target Nebenwirkungen, die wir zunachst mit dem Impedanz-Assay
charakterisieren wollen. Weitere Aspekte wie hypertrophes Zellwachstum und die Adaption

der Wirkstoffe auf einen B-AR Stimulus wurden erganzend untersucht.

4.2.1 Ableitung der Test-Konzentrationen und Bestimmung der Inhibierungseffizienz
der AKT-Inhibitoren in Kardiomyozyten

Zur Anwendung des Impedanzassays wurden zunéchst eine Reihe von AKT-Inhibitoren
gewabhlt, die sich in verschiedenen Stadien préaklinischer und klinischer Studien befinden, und
mit diesem und weiteren in vitro Assays auf ihre Kardiotoxizitat hin untersucht. Hierzu gehort
der kovalent-allosterische AKT-Inhibitor Borussertib, welcher bisher ausschlieBlich in
praklinischen Studien untersucht wurde [72,73]; die zwei ATP-kompetitiven AKT-Inhibitoren
Capivasertib und Ipatasertib, die sich aktuell in Phase 2 Studien befinden [60,74,77,82]; und
die allosterischen AKT-Inhibitoren MK-2206 und Miransertib, die ebenfalls in Phase 2
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untersucht werden [91,99,211]. Um eine bestmégliche Charakterisierung dieser Inhibitoren zu
ermoglichen, ware die Messung einer Konzentrationsreihe eine mégliche Option. Dies kann
jedoch ohne vorherige Daten zur Effizienz und Wirkung der Substanzen in den
Kardiomyozyten zu viele Konzentrationen umfassen, um noch praktikabel zu sein. Um dieses
Problem zu umgehen, wurden flr diesen Assay Konzentrationen gewahlt, die aus den in vitro
Daten abgeleitet wurden, die sich schon friih in der Entwicklung von neuen Wirkstoffen
ermitteln lassen, um nicht von langwierigen in vivo Studien abh&ngig zu sein. Zunéchst wurden
die in vitro bestimmten ICso Werte der zellfreien Kinaseinhibierung als Basis verwendet. Um
eine représentative Konzentration fir Zellversuche zu erhalten, verwenden wir das
Hundertfache des in vitro 1Cso Wertes (100x in vitro 1Cso). Da die Wirkstoffe in Menschen noch
héhere Konzentrationen erforderlich machen kénnen und um sicher zu stellen, dass auch
hohere, evtl. kumulative Konzentrationen der Inhibitoren keine schwerwiegenden
kardiotoxischen Effekte haben, wurde zusatzlich das Hundertfache der 100x in vitro 1Cso
Konzentration verwendet (10.000x in vitro 1Cso). Eine weitere Konzentration ergibt sich aus
den ECso Werten der Proliferationshemmung in Brustkrebszellen. Da die effektive Hemmung
von Krebswachstum das Ziel der medikamentdsen Verwendung der Inhibitoren sein wird,
testeten wir zusétzlich die Hundertfache Konzentration dieses ECso Wertes (100x ECso). Die
sich so ergebenden Konzentrationen sind in Tabelle 3 dargestellt. Die maximalen eingesetzten
Konzentrationen waren 30 UM, da hoéhere Konzentrationen in den kultivierten Zellen keine
relevanten Unterschiede mehr zeigten. Eine spatere Verwendung der Wirkstoffe in héheren
Konzentrationen ist ebenfalls unwahrscheinlich. In den bisherigen klinischen Studien zu
AKT-Inhibitoren zeigten sich maximale Serumkonzentrationen von unter 5 uM [60,76,85,92].

Zur Evaluierung dieser gewéhlten Konzentrationen haben wir eine Konzentrationsreihe von
Borussertib in allen Bereichen des Assays gemessen, um die im Assay verwendeten
Konzentrationen auf die Abdeckung der relevanten Effekte zu bewerten (Abb. 16). Borussertib
verursacht in allen gemessenen Parametern eine konzentrationsabhangige Verschlechterung.
Die fir Borussertib gewéhlten Konzentrationen von 100x in vitro 1Cso: 0,08 uM; 10.000x in
vitro 1Cso: 0,5 uM und 100x ECso: 8 UM umspannt die beobachteten dosisabhéngigen
Nebenwirkungen von Borussertib und wiirden auch ohne eine vollstandige Konzentrationsreihe
einen guten Uberblick auf die Einflisse von Borussertib auf die NMCM geben. Die
vorgestellten Konzentrationen werden daher im weiteren Verlauf verwendet, um die

verschiedenen Inhibitoren auf ihre Kardiotoxizitat zu untersuchen.
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Abbildung 16 Konzentrationsreihe von Borussertib zur Bestimmung der Dosisabhéngigkeit der
Kardiotoxizitat. (A) Base-Impedanzmessung von verschiedenen Konzentrationen von Borussertib nach 24 h
Inkubation auf NMCM. (B) Amplitude, (C) Schlagrate und (D) Schlagrhythmus nach einstundiger Inkubation von
NMCM mit verschiedenen Konzentrationen von Borussertib. Dargestellt als Vielfaches der Kontrolle (DMSO).
Die Anzahl der unabhéngigen Versuche ist in den jeweiligen Balken angegeben. *, P<0,05 zur Kontrolle.
Mittelwert £ SEM.

Um eine Idee davon zu bekommen, wie effektiv die AKT-Inhibitoren ihre on-Target
Wirkung in Herzmuskelzellen vermitteln kénnen und wie wahrscheinlich eine Wirkung der
Substanzen im Herzen ist, wurde zundchst die Kinasehemmung in den aus Rattenherzen
gewonnenen Myaoblasten (H9c2 Zellen) untersucht. Hierzu wurde mittels Westernblotanalyse

die Phosphorylierung von AKT oder dessen nachgeschaltetem Zielprotein PRAS40 dargestellt
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und der kardiale 1Cso Wert der Kinasehemmung bestimmt (Tabelle 4, durchgefiihrt von Stefan
Schraml). Die allosterischen Inhibitoren MK-2206 und Miransertib zeigten hier einen sehr
niedrigen 1Cso Wert von 8,8 nM bzw. 12 nM, nahe ihrem in vitro I1Cso und weit niedriger als ihr
ECso in Krebszellen. Die ATP-kompetitiven Inhibitoren Capivasertib und Ipatasertib hemmen
die Phosphorylierung von AKT nicht, unterdriicken jedoch seine katalytische Funktion. Um
eine Vergleichbarkeit der 1Cso Werte zwischen den Inhibitoren zu ermdglichen, wurden die
kardialen 1Cso Werte fir pAKT fir Capivasertib und Ipatasertib daher aus der
Phosphorylierungshemmung von PRAS40 berechnet, mithilfe des aus anderen Messungen
ermittelten Umrechnungsfaktors von 3,2. Sie weisen mit 937,5nM bzw. 178,8 nM
verhaltnismalig hohe kardiale 1Cso Werte in Herzzellen auf, weit hoher als ihre in vitro 1Cso
Werte und hoher bzw. nahezu gleich ihrem ECso in Krebszellen. Der kovalent-allosterische
Inhibitor Borussertib bewegt sich mit einem kardialen ICso von 36,4 nM zwischen den anderen
Klassen und liegt mit seinem kardialen 1Cso signifikant tber seinem in vitro 1Cso und seinem

ECso in Krebszellen.

Tabelle 3 Konzentrationen der AKT-Inhibitoren

Substanz ECso[73] Invitro 100x in 10.000x in vitro 100x ECso
1Cs0[73] vitro 1Cso 1Cxo

Borussertib 5nM 0,8 nM 80 nM 8 uM 0,5 uM

Capivasertib 200 nM 0,9nM 90 nM 9 uM 20 uM

Ipatasertib 200 nM 3.5nM 350 nM 35 UM (30 uM) 20 uM

MK-2206 60 nM 10 nM 1000 nM 100 uM (30 uM) 6 UM

Miransertib 35nM 1,4 nM 140 nM 14 uM 3,5 uM

Tabelle 4 Kardiale 1Cso Werte der Phosphorylierungsinhibierung von AKT und PRAS40 durch die
AKT-Inhibitoren in H9c2 Zellen (Durchgefuhrt von Stefan Schraml)

Substanz 1Cs0 pAKT 1Cs0 pPRAS40
Borussertib 36,4 nM -

Capivasertib 937,5 nM? 3uM
Ipatasertib 178,8 nM? 572,8 nM
MK-2206 8,8 nM 27,5nM
Miransertib 12 nM 39,4 nM

2 berechnet aus 1Cso pPPRAS40 mit dem aus MK-2206 und Miransertib ermittelten Faktor 3,2
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4.2.2 Die allosterischen AKT-Inhibitoren verursachen starke Zellschadigung

In der Evaluierung des Impedanzassays konnte mithilfe der Referenzsubstanzen gezeigt
werden, dass die Base-Impedanz nach 24-stlindiger Inkubation mit den Inhibitoren ein
verléssliches MaR fur die zytotoxische Wirkung auf Herzzellen ist. Die Base-Impedanz nach
Einfluss der AKT-Inhibitoren in den verschiedenen Konzentrationen soll nun Auskunft tber
die zellschadigenden Effekte dieser Inhibitoren geben.

Obwohl wir bei den niedrigen Konzentrationen (100x in vitro 1Cso) kaum einen Unterschied
zur unbehandelten Kontrolle erkennen konnten (Abb. 17 A), nahm das Zelliiberleben bei hohen
Konzentration der Inhibitoren (10.000x in vitro ICso) signifikant ab (Abb. 17 B). Trotz des
gleichen funktionellen Ziels der AKT-Inhibitoren scheint die Toxizitat der Inhibitoren doch
voneinander abzuweichen. Borussertib und die ATP-kompetitiven Inhibitoren Capivasertib und
Ipatasertib zeigen eine Reduktion des Zelluberlebens um ca. 10 %, wohingegen die
allosterischen Inhibitoren MK-2206 und Miransertib eine Reduktion um 32-37 % bedingen. In
den anti-proliferatorischen ECso Konzentrationen (100x ECso) zeigte sich Borussertib und
Ipatasertib als sehr gut vertraglich mit einem Zelltberleben gleich der unbehandelten Kontrolle
(Abb. 17 C). Die anderen verwendeten AKT-Inhibitoren zeigen eine geringe, aber signifikante
Abnahme in Zelliberleben zwischen 5 % und 10 %.
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Abbildung 17 Impedanzbasierte Messung des Zelliiberlebens nach Inkubation mit den AKT-Inhibitoren. Die
Diagramme zeigen das relative Uberleben der NMCM gegen die unbehandelte Kontrolle (DMSO) nach
24 stindiger Behandlung mit verschiedenen AKT-Inhibitoren in den Konzentration 100x in vitro ICso (A), 10.000x
in vitro 1Cso (B) und 100x ECso (C). Die Anzahl der unabhéngigen Versuche ist in den jeweiligen Balken
angegeben. *, P<0,05 zur Kontrolle. Mittelwert + SEM.
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Die beobachteten zytotoxischen Effekte der AKT-Inhibitoren lassen vermuten, dass die
beobachtete Zytotoxizitat von der mechanistischen Wirkungsweise der Inhibitoren abhéngt. So
zeigen die allosterischen Inhibitoren MK-2206 und Miransertib eine starke Zellschadigung, die
in den ATP-kompetitiven Inhibitoren Capivasertib und Ipatasertib sehr viel geringer ausfallt.
Der kovalent allosterische Inhibitor Borussertib verursachte ebenfalls nur sehr geringe
Zellschadigung. Um eine genaue Aussage Uber die Kausalitét treffen zu kénnen, werden jedoch
mehr Inhibitoren zum Vergleich bendtigt.

Nachdem die Charakterisierung der zellschéddigenden Wirkung der AKT-inhibitoren in
NMCM eine erste Idee Uber die Kardiotoxizitat gegeben hat, werden im weiteren die
kontraktilen Funktionen der Kardiomyozyten unter Inhibitor-Einfluss untersucht, um ein

genaueres Bild der Inhibitorwirkung auf die Herzzellen zu bekommen.

4.2.3 Ildentifizierung funktioneller Toxizitdt der AKT-Inhibitoren auf die kontraktile
Funktion von NMCM

Zur Bestimmung der toxischen Wirkung der Substanzen auf die mechanische Funktion der
Kardiomyozyten wurde die Schlagfrequenz und die Amplitude der kontrahierenden Zellen nach
einstundiger Behandlung mit den verschiedenen AKT-Inhibitoren gemessen. Bei geringer
Konzentration (100x in vitro 1Cso) zeigte sich keine Veranderung der Amplitude oder der
Schlagrate nach Inkubation mit den verschiedenen AKT-Inhibitoren (Abb. 18 A & D). Bei
hoheren Konzentrationen der Inhibitoren (10.000x in vitro 1Cs0) (Abb. 18 B & E) zeigte
Borussertib eine starke Verringerung der Schlagfrequenz, die auch mit einer signifikanten
Verringerung der Amplitude einherging. Capivasertib zeigte ebenfalls eine Verringerung der
Schlagrate, allerdings keine Reduktion der Amplitude. Miransertib hingegen wies eine
verringerte Amplitude, aber eine gleichbleibende Schlagfrequenz auf. Die mit einer hohen
Konzentration von MK-2206 behandelten Zellen verloren jegliche Kontraktion und es konnte
keine Schlagrate oder Amplitude mehr gemessen werden. Mit Ipatasertib behandelte Zellen
zeigten uber alle Konzentrationen hinweg ein gleichbleibend stabiles Schlagmuster, das sich
von der Kontrolle nicht unterschied. Bei den aus der Proliferationshemmung abgeleiteten
Konzentrationen (100x ECso) zeigte sich bei keinem der AKT-Inhibitoren eine Verénderung
der Amplitude. Die Schlagrate war nur bei Capivasertib und Miransertib signifikant verringert
(Abb.18C & F).

Wie zuvor in der zytotoxischen Wirkung der Inhibitoren beobachtet, verursachen die
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ATP-kompetitiven Inhibitoren Capivasertib und Ipatasertib im Vergleich zu den allosterischen
Inhibitoren MK-2206 und Miransertib weniger Verschlechterung der Kontraktilitat. Ein klarer
Zusammenhang zwischen den beobachteten Effekten und der Art der AKT-Hemmung ist,
anders als bei der Base-Impedanz, hier nicht klar erkennbar. Die beobachteten Effekte scheinen
daher nicht ausschlief3lich durch die Art der AKT-Hemmung vermittelt und stattdessen durch

weitere Parameter beeinflusst zu werden.
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Abbildung 18 Die Impedanzmessung zur Untersuchung des Schlagmusters der NMCM nach einstlindiger
Behandlung mit verschiedenen Konzentrationen der AKT-Inhibitoren. Die Amplitude nach Behandlung mit den
AKT-Inhibitoren in den Konzentrationen 100x in vitro I1Cso (A), 10.000x in vitro 1Cs (B) und 100x ECsp (C) als
Vielfaches der Kontrolle gemessen. Die Schlagrate nach Behandlung mit den AKT-Inhibitoren in den
Konzentrationen 100x in vitro ICso (D), 10.000x in vitro 1Csp (E) und 100x ECso (F) als Vielfaches der Kontrolle
(DMSO) gemessen. Die Anzahl der unabhéngigen Versuche ist in den jeweiligen Balken angegeben. *, P<0,05
zur Kontrolle. Mittelwert + SEM.
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4.2.4 Borussertib und Miransertib verursachen Arrhythmien in NMCM

Um die pro-arrhythmische Wirkung der Substanzen auf die Zellen zu untersuchen, wurde
der Schlagrhythmus der Zellen nach einstiindiger Inkubation mit den Inhibitoren untersucht.
Ein Schlagrhythmus <1 zeigt einen ungestorten Schlagrhythmus gleich oder besser der
unbehandelten Kontrolle. Mit zunehmender Arrhythmie der Zellen erhoht sich der numerische
Wert des dargestellten Schlagrhythmus.

Die mit den ATP-kompetitiven Inhibitoren Capivasertib und Ipatasertib behandelten Zellen
wiesen in allen gemessenen Konzentrationen ein gleichbleibend rhythmisches Schlagmuster
auf (Abb. 19 A-C). Zellen, die mit dem allosterischen Inhibitor MK-2206 behandelt wurden,
zeigten bei hochster Konzentrationen keine kontraktile Funktion mehr, hatten aber in den
anderen, niedrigeren Konzentrationen keine Arrhythmien.

Borussertib und Miransertib zeigten signifikante pro-arrhythmische Effekte in den
kultivierten Zellen. Borussertib verursachte nur in sehr geringer Konzentration keine
Arrhythmien, bei mittlerer und hoher Konzentration nahm das Mall an Arrhythmien
dosisabhangig zu. Miransertib hingegen zeigte nur bei einer Konzentration von 100x ECso und

nicht bei hdheren Konzentrationen pro-arrhythmische Effekte.
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Abbildung 19 Die Impedanzmessung gibt Aufschluss Uber den Schlagrhythmus und somit Uber das
arrhythmische Potential der Substanzen in den NMCM nach 1h Behandlung mit verschiedenen Konzentrationen
der AKT-Inhibitoren. (A-C) Der Schlagrhythmus wurde nach Behandlung mit den AKT-Inhibitoren in den
Konzentrationen 100x IC50 (A), 10.000x IC50 (B) und 100x EC50 (C) gemessen und als Vielfaches der Kontrolle
(DMSO) angegeben. Ein hoher Wert im Vergleich zur Kontrolle zeigt ein zunehmend ungleichmaRigeres
Schlagmuster. Die Anzahl der unabhangigen Versuche ist in den jeweiligen Balken angegeben. *, P<0,05 zur

Kontrolle. Mittelwert + SEM.
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Substanzen, die Arrhythmien auslésen kénnen, sind ein schwerwiegendes Gesundheitsrisiko
in der spateren Anwendung in Tieren oder Menschen und sollten naher untersucht werden. Da
das Impedanzassay keine Informationen tber die Ursachen der Arrhythmien liefert, ist eine
néhere Untersuchung der auffalligen Substanzen zu empfehlen.

4.2.5 AKT-Inhibitoren verhindern hypertrophes Zellwachstum

Zur Charakterisierung weiterer kardiotoxischer Einfllsse, die mithilfe der zelluldren
Impedanzmessung nicht direkt erfasst werden kdnnen, untersuchten wir weitere Parameter nach
der AKT-Inhibitoreinwirkung. Um den Einfluss der AKT-Inhibitoren auf das kardiale
Zellwachstum zu untersuchen, wurde das Zytoskelett der NMCM nach Inkubation mit den
verschiedenen Inhibitoren mit Alexa Fluor® 488 Phalloidin angefarbt und die
Querschnittsflache der Zellen mikroskopisch bestimmt. Es ergab sich, dass die Behandlung der
NMCM mit den Inhibitoren keinen direkten Einfluss auf die ZellgréRe hatte und sich bei
keinem der Inhibitoren von der unbehandelten Kontrolle unterschied (Abb. 20 A).

Um die Reaktion der Zellen nach Inkubation mit den Inhibitoren auf einen externen
hypertrophen Stimulus zu untersuchen, wurden Phenylephrin (PE) oder insulindhnlicher
Wachstumsfaktor (IGF) verwendet, welche die physiologischen Signalwege ansprechen, die
das hypertrophe Zellwachstum antreiben [212,213]. In den unbehandelten Kontrollzellen fiihrte
der Stimulus mit PE oder IGF zu einem signifikanten Zellwachstum um etwa 25 %. Allerdings
schienen alle AKT-Inhibitoren ein Zellwachstum durch PE oder IGF zu unterdriicken und die
ZellgroRe blieb bei den behandelten Zellen auch nach den Stimuli gleich der unbehandelten
Kontrolle (Abb. 20B & C). Da der PI3K/AKT Signalweg fur seine Beteiligung an
hypertrophem Zellwachstum bekannt ist, ist eine Reduktion der hypertrophen Antwort auf die
Stimuli nach AKT-Inhibierung nicht tiberraschend [155].
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Abbildung 20 Phalloidin Assay zur Untersuchung von ZellgréBen von NMCM nach Inkubation mit
AKT-Inhibitoren fir 24 h. (A) Die ZellgroRe wird dargestellt als Vielfaches der unbehandelten Kontrolle.
(B) ZellgréRe der NMCM nach Inkubation mit AKT-Inhibitoren und Stimulation der Zellen mit 4 pM
Phenylephrin (PE) fiir 24 h als Vielfaches der unstimulierten Kontrolle. (C) Zellgréfie der NMCM nach Inkubation
mit AKT-Inhibitoren und Stimulation der Zellen mit 30 pM insulindhnlichem Wachstumsfaktor (IGF) fiir 24 h als
Vielfaches der unstimulierten Kontrolle Die Anzahl der unabh&ngigen Versuche ist in den jeweiligen Balken

angegeben. *, P<0,05 zur Kontrolle; #, P<0,05 zur stimulierten Kontrolle. Mittelwert + SEM.

4.2.6 Der Einfluss von Isoproterenol auf die kardiotoxische Wirkung der AKT-
Inhibitoren

Die zuvor gezeigten Versuche geben ein recht klares Bild tiber die kardiotoxische Wirkung
der Substanzen in gesunden Kardiomyozyten. Allerdings ist es nicht selten, dass Patienten
Komorbidit4ten aufweisen und diese in der Auswahl und Verwendung von Medikamenten eine
wichtige Rolle spielen. Haufig auftretende Komorbidititen sind z.B. Ubergewicht, erhdhtes
Risiko fur Herzkrankheiten oder zuvor aufgetretene Herzschadigungen. Um die Substanzen
auch auf ihre Wirkung unter verschiedenen Risikofaktoren zu testen, ist es aufgrund des
simplen Aufbaus des Assays mdglich, dieses zu variieren und die Substanzen auf verschiedene
Arten von stressinduzierten Nebenwirkungen zu testen. Zu diesem Zweck wurde der Stress
durch die Zugabe von Isoproterenol induziert. Dieser 3-adrenerge-Rezeptoragonist, der dhnlich
wie Adrenalin die Schlagfrequenz von Kardiomyozyten steigert, simuliert eine Stressreaktion
fiir die Zellen [214]. Eine nachfolgende Messung der zuvor beschriebenen Parameter zeigt die

kardiotoxischen Effekte der Inhibitoren unter Stress.
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Die Stimulation der Zellen sorgte fir eine generelle Reduktion des Zelliberlebens
unabhéngig von der Inhibitoreinwirkung. In den stimulierten Zellen zeigten sich die gleichen
Einflisse der Inhibitoren auf das Zelliiberleben wie zuvor in den unstimulierten Zellen. Die
Reduktion des Zelluberlebens durch den Stimulus und die Inhibitoren scheint rein additiv zu

sein und sich nicht weiter gegenseitig zu beeinflussen (Abb. 21 A-C).
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Abbildung 21 Einfluss der AKT-Inhibitoren auf das Zelluberleben nach Stimulation mit Isoproterenol (1SO).
Die Diagramme zeigen das relative Uberleben der NMCM gegen die stimulierte Kontrolle (DMSO) nach 24 h
Behandlung mit verschiedenen AKT-Inhibitoren in den Konzentration 100x in vitro 1Csq (A), 10.000x in vitro 1Cso
(B) und 100x ECs (C). Die Stimulation mit 43 nM Isoproterenol erfolgte eine Stunde nach Zugabe der
Substanzen. Die Anzahl der unabhé&ngigen Versuche ist in den jeweiligen Balken angegeben. *, P<0,05 zur

Kontrolle; #, P<0,05 zur stimulierten Kontrolle. Mittelwert + SEM.

Nach Stimulation mit Isoproterenol nimmt die Schlagfrequenz der Kontrollzellen signifikant
zu, was eine gute Simulation der physiologischen Reaktion auf Stress ist, wohingegen die
Amplitude abnimmt (Abb. 22). Die Abnahme der Amplitude hingegen ist ein Artefakt der
Impedanzmessung in kultivierten NMCM und nimmt reziprok mit der Zunahme der Frequenz
ab [175,215]. Die meisten der Inhibitoren zeigen auch in ihrem Einfluss auf die Schlagrate und
die Amplitude jenseits der additiven Effekte von Stimulation und Inkubation keinen relevanten
Unterschied zu den in unstimulierten Zellen gemessenen Ergebnissen. Die einzige Ausnahme

bildet hier MK-2206, dessen Wirkung bei hoher Konzentration in unstimulierten Zellen zu
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einem kompletten Verlust der Funktion fiihrte, unter Stimulation jedoch eine stabile, wenn auch
stark reduzierte Schlagfunktion der Zellen zuliel? (Abb. 22).
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Abbildung 22 Einfluss der AKT-Inhibitoren auf das Schlagverhalten der NMCM nach Inhibitorzugabe und
Stimulation mit Isoproterenol (1SO). (A-C) Die Diagramme zeigen die Amplitude der Kontraktion gegen die
stimulierte Kontrolle (DMSO) nach 1 h Behandlung mit verschiedenen AKT-Inhibitoren in den Konzentration
100x in vitro ICsp in vitro (A), 10.000x in vitro 1Csq in vitro (B) und 100x ECs (C) und 2 min Stimulation mit
43 nM lsoproterenol. (D-F) Die Diagramme zeigen die Schlagrate der Kontraktion gegen die stimulierte Kontrolle
(DMSO) nach 1h Behandlung mit verschiedenen AKT-Inhibitoren in den Konzentration 100x in vitro 1Cs (D),
10.000x in vitro 1Cs (E) und 100x ECs (F) und 2 min Stimulation mit 43 nM Isoproterenol. Die Anzahl der
unabhéngigen Versuche ist in den jeweiligen Balken angegeben. *, P<0,05 zur Kontrolle; #, P<0,05 zur

stimulierten Kontrolle. Mittelwert + SEM.
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Den groBten Einfluss der Stimulation auf die Funktion der Zellen liel sich im
Schlagrhythmus der Zellen beobachten. Die Stimulation der Kontrollzellen fiihrte hier zu
keinen Veranderungen der Schlagrhythmik (Abb. 23). Bemerkenswert ist, dass die Stimulation
mit Isoproterenol die arrhythmische Wirkung von Borussertib in den hoheren Konzentrationen
vollstédndig zu unterdriicken schien.

Capivasertib zeigte nach Stimulation eine signifikante arrhythmische Wirkung auf die
Zellen, die nur in der mittleren Konzentration auftrat. Capivasertib verursachte vor der
Stimulation keine Veranderungen im Schlagrhythmus und auch in sehr niedriger und sehr hoher
Konzentration blieb es nach der Stimulation unaufféllig. Die Schlagfunktion von MK-2206 in
seiner hochsten Konzentration war nach der Stimulation der Zellen wiederhergestellt und
verursachte in keiner Konzentrationen Arrhythmien. MK-2206 und Ipatasertib zeigten in
stimulierten Zellen bei keiner Konzentration pro-arrhythmische Wirkung auf die Zellen. Die
Wirkung von Miransertib auf die Rhythmik der Zellen schien durch die Stimulation mit

Isoproterenol verstarkt zu werden und zeigt nur in der niedrigsten Konzentration keine

Arrhythmien.
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Abbildung 23 Einfluss der AKT-Inhibitoren auf den Schlagrhythmus der NMCM nach Stimulation mit
Isoproterenol (ISO). (A-C) Die Diagramme zeigen den Schlagrhythmus der Kontraktion gegen die stimulierte
Kontrolle (DMSO) nach 1 h Behandlung mit verschiedenen AKT-Inhibitoren in den Konzentration 100x in vitro
ICs0 (A), 10.000x in vitro ICsp (B) und 100x ECsp (C) und 2 min Stimulation mit 43 nM Isoproterenol. Ein hoher
Wert im Vergleich zur Kontrolle bedeutet einen unregelméBigen Rhythmus der Kontraktionen. Die Anzahl der
unabhéngigen Versuche ist in den jeweiligen Balken angegeben. *, P<0,05 zur Kontrolle; #, P<0,05 zur

stimulierten Kontrolle. Mittelwert £ SEM.
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4.3 Charakterisierung der Kardiotoxizitat niedermolekularer
ERK-Inhibitoren

Zusétzlich zu den AKT-Inhibitoren wurden mit diesem Assay ERK-Inhibitoren auf ihre
Kardiotoxizitat untersucht. Der MAPK-Signalweg ist nicht nur ein sehr vielféltiger und
wichtiger regulatorischer Mechanismus in nahezu allen Zellarten, sondern stellt auch einen der
meistmutierten Signalwege in Krebserkrankungen dar [101,104,114]. ERK-Inhibitoren sind
daher nicht nur ein vielversprechender Ansatz fiir neue Therapien, sondern weisen auch ein
hohes Risiko flir on-Target Nebenwirkungen in anderen Zelltypen auf. Obwohl einige
ERK-Inhibitoren in der preklinischen Forschung schon seit einigen Jahren untersucht werden,
gibt es nach wie vor keine fir die Behandlung zugelassenen Wirkstoffe dieser Kategorie [190].
Die Datenlagen zu klinischen Nebenwirkung, insbesondere kardiotoxischen Effekte, ist

schlecht und die Effekte groRtenteils unbekannt.

4.3.1 Ableitung der Test-Konzentrationen und Bestimmung der Inhibierungseffizienz
der ERK-Inhibitoren in Kardiomyozyten

Die Konzentrationen, die fur dieses in vitro Assay verwendet wurden, wurden aus den in
vitro Daten der zellfreien Kinasehemmung abgeleitet. Wie zuvor bei den AKT-Inhibitoren,
wurde ein Konfidenzabstand mit den Faktoren 100 bzw. 10.000 berechnet. Die maximal
eingesetzte Konzentration sollte 30 uM nicht Gberschreiten und wurde darauf festgelegt bei
Werten, die dariiber hinausgingen (Tabelle 5). Hohere Konzentrationen sind in der Verwendung
bei Menschen nicht erwarten, da sich in verschiedenen Phase 1 Studien zu ERK-Inhibitoren
gezeigt hat, dass mit einer maximalen Serumkonzentration zu rechnen ist, die 10 UM nicht weit
Uberschreitet [117,119,152]. Eine dritte Konzentration aus den ECso Werten der
Proliferationshemmung konnte hier noch nicht eingesetzt werden, da eine Bestimmung dieser
ECso Werte noch aussteht. Zur ersten Einstufung der kardiotoxischen Effekte der Inhibitoren
wurde die Charakterisierung daher zundchst mit nur zwei Konzentrationen durchgefunhrt.

Um die Effizienz der Inhibitoren in Kardiomyozyten zu untersuchen, wurden mittels
Westernblotanalyse Inhibierungsassays durchgefuhrt, um die Hemmung von ERK anhand von
phosphoryliertem ERK oder seinen nachstehenden Zielproteinen zu bestimmen (Tabelle 6). Da
DEL-22379 ein Dimerisierungshemmer von ERK ist [137], konnte mithilfe des verwendeten
Assays keine Inhibierungseffizienz identifiziert werden, da nicht die Kinasefunktion von ERK-

Inhibiert wird, sondern die Lokalisation verdndert. Eine Bestimmung der
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Dimerisierungshemmung in Kardiomyozyten steht noch aus. Die restlichen ERK-Inhibitoren
wiesen 1Cso Werte auf, die zwar héher waren als die 1Cso Werte der zellfreien Assays, aber
zueinander eine &hnliche Effizienz aufwiesen. Bemerkenswert ist jedoch Ulixertinib, welches
in zellfreien Assays einen sehr niedrigen 1Cso von nur 0,3 nM aufwies, in kardialen Zellen
jedoch den hdchsten 1Cso mit 359,6 nM zeigte. Ein hoher 1Cso Wert in kardialen Zellen lasst
grundséatzlich vermuten, dass erst bei hohen Konzentrationen on-Target Effekte im Herzen
auftreten. Off-Target Effekte durch den Inhibitor kénnen allerdings nicht ausgeschlossen

werden.

Tabelle 5 Konzentrationen der ERK-Inhibitoren fiir die Impedanzmessung

Substanz In vitro ICsp 100x in vitro 1Csp 10.000x in vitro 1Csp
DEL-22379 1 nM [137] 100 nM 10 uM

Sch772984 1 nM [147] 100 nM 10 uM

MK-8353 7 nM [151] 700 nM 70 UM (30 pM)
Ravoxertinib 3,1 nM [144] 310 nM 31 uM (30 pM)
Ulixertinib 0,3 nM [154] 30 nM 3uM

Ly-3214996 5nM [216] 500 nM 50 UM (30 pM)

Tabelle 6 1Cso Werte der Phosphorylierungshemmung von ERK und P9ORSK durch die Erk-
Inhibitoren in H9c2 Zellen (Durchgefiihrt von Stefan Schraml)

Substanz I1Cs0 pPERK I1Cs0 pP9ORSK
DEL-223792 - -

Sch772984 - 23,9 nM
MK-8353 172,2 nM -

Ravoxertinib - 178,8 nM
Ulixertinib - 359,6 nM
Ly-3214996 - 222,8 nM

2 Assay auf diesen Inhibitor nicht anwendbar

4.3.2 ERK-Inhibitoren verursachen konzentrationsabhéngige Zellschadigung in
NMCM

Um die zellschadigenden Effekte der ERK-Inhibitoren zu untersuchten, wurde zunéchst die
Base-Impedanz als MaR fiir das Zellliberleben gemessen. Bei niedrigen Konzentrationen liel3en

sich bei keinem der Inhibitoren zytotoxische Einflisse erkennen. In den hohen Konzentrationen

96



Ergebnisse

zeigten nahezu alle ERK-Inhibitoren zellschddigende Effekte zwischen 10 % und 18 %
(Abb. 24). Die einzige Ausnahme bildet hier Ulixertinib, das zwar eine tendenzielle Abnahme
des Zelllberlebens zu verursachen schien, aber keine signifikanten Effekte ausloste.
Grundsatzlich schien die Zellschadigung der Substanzen mit der eingesetzten Konzentration zu
korrelieren. Da Ulixertinib ERK sehr effektiv in vitro hemmen konnte, konnte es hier in sehr
geringer Konzentration verwendet werden (3 uM), wohingegen DEL-22379 und SCH772984
mit einer sehr viel htheren Konzentration (10 uM) eingesetzt wurden und so eine signifikante
Zellschadigung verursachten. MK-8353, Ravoxertinib und Ly-3214996 wurden mit der
hdchsten der verwendeten Konzentrationen eingesetzt (30 uM) und zeigten auch die starkste
Zellschadigung.

Da die Zellschadigung bei allen ERK-Inhibitoren in  &hnlichem Male
konzentrationsabhangig zu sein schien, l&sst sich vermuten, dass es sich unabhangig vom
Mechanismus um on-Target Effekte der ERK-Inhibierung handelt. Sollte sich dieser toxische
Effekt auch auf die kontraktile Funktion der Zellen ausweiten, wiirden sich ERK-Inhibitoren

nicht zur sicheren Therapie in Menschen eignen.
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Abbildung 24 Einfluss der ERK-Inhibitoren auf das Zelliiberleben. Die Diagramme zeigen das relative
Uberleben der NMCM gegen die unbehandelte Kontrolle (DMSO) nach 24 h Behandlung mit verschiedenen
ERK-Inhibitoren in den Konzentration 100x in vitro ICsp in vitro (A) und 10.000x in vitro ICs in vitro (B). Die
Anzahl der unabhéngigen Versuche ist in den jeweiligen Balken angegeben. *, P<0,05 zur Kontrolle.
Mittelwert + SEM.
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4.3.3 DEL-22379 und MK-8353 beeintrachtigen die Kontraktion der Zellen

Zur Bestimmung der Inhibitorwirkung auf die kontraktile Funktion der NMCM wurde die
Schlagfunktion der Zellen nach einstiindiger Behandlung mit den Inhibitoren untersucht.

Sowohl in der Amplitude als auch der Schlagrate der kontrahierenden Zellen zeigten sich in
den niedrigen Konzentrationen aller ERK-Inhibitoren keine signifikanten Unterschiede zur
Kontrolle (Abb. 25 A & C). MK-8353 verursachte eine tendenzielle Abnahme der Schlagrate
schon bei geringer Konzentration, die jedoch keine Signifikanz erreichte. In den hohen
Konzentrationen hingegen beeinflussten DEL-22379 und MK-8353 die Kontraktion der Zellen
(Abb. 25B & D). Wahrend DEL-22379 sowohl die Amplitude um etwa 14 % und die
Schlagrate um fast 55 % senkte, wurde von MK-8353 nur die Schlagrate um etwa 34 %
verringert, wahrend die Amplitude gleichblieb. Ravoxertinib zeigte bei hoher Konzentrationen
eine Verringerung der Amplitude um ca. 12 %, die aufgrund der hohen Schwankungen der
Messungen jedoch keine Signifikanz im Vergleich zur Kontrolle hatte.

Die zuvor beobachtete konzentrationsabhdngige Schadigung der Zellen durch die ERK-
Inhibitoren spiegeln sich in den Messungen der kontraktilen Funktion nicht wider. GroR3tenteils
scheint die Kontraktion der Zellen durch die Inhibierung von ERK nicht beeintrachtigt zu
werden und nur einzelne Inhibitoren verursachen eine Verschlechterung der Kontraktion.
Anders als die strukturelle Zellschddigung handelt es sich hierbei vermutlich nicht um on-
Target Effekte. Aufgrund welcher Mechanismen DEL-22379 und MK-8353 kann mithilfe
dieses Assays nicht bestimmt werden und weitere Untersuchungen zur Wirkung und Spezifitét

der Inhibitoren sind nétig, um die Ursachen besser zu charakterisieren.
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Abbildung 25 Die Impedanzmessung gibt Aufschluss tiber das Schlagmuster der NMCM nach einstiindiger
Behandlung mit verschiedenen Konzentrationen der ERK-Inhibitoren. (A-B) Die Amplitude nach Behandlung mit
den Konzentrationen 100x in vitro ICsp (A) und 10.000x in vitro 1Cso (B) als Vielfaches der Kontrolle (DMSO).
(C-D) Die Schlagrate nach Behandlung mit den Konzentrationen 100x in vitro ICs (C) und 10.000x in vitro 1Csg
(D) als Vielfaches der Kontrolle (DMSO). Die Anzahl der unabhangigen Versuche ist in den jeweiligen Balken
angegeben. *, P<0,05 zur Kontrolle. Mittelwert + SEM.

4.3.4 DEL-22379 verursacht Arrhythmien bei hohen Konzentrationen

Die Rhythmik der Kontraktionen ist ein wichtiger Faktor in der Gesundheit der
Kardiomyozyten. Die F&higkeit von Wirkstoffen diese Rhythmik zu beeinflussen ist ein
wichtiger Nebeneffekt, der friih identifiziert werden sollte.
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In den niedrigen Konzentrationen verursachte keiner der ERK-Inhibitoren Arrhythmien in
den NMCM und der Schlagrhythmus unterschied sich nicht von der Kontrolle (Abb. 26 A). In
den hoheren Konzentrationen hingegen konnte ein signifikanter Verlust des Schlagrhythmus
nach Behandlung mit DEL-22379 beobachtet werden, wéhrend alle anderen Inhibitoren auch
hier unauffallig waren (Abb.26B). Im Vergleich zu den bisher gemessenen
Referenzsubstanzen und AKT-Inhibitoren verursacht DEL-22379 die bisher stérksten

Arrhythmien.
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Abbildung 26 Die Impedanzmessung gibt Aufschluss tber den Schlagrhythmus und somit Uber das
arrhythmische Potential der Substanzen in den NMCM nach 1 h Behandlung mit verschiedenen Konzentrationen
der ERK-Inhibitoren. Der Schlagrhythmus wurde nach Behandlung mit den ERK-Inhibitoren in den
Konzentrationen 100x in vitro 1Csp (A) und 10.000x in vitro 1Csp (B) und als Vielfaches der Kontrolle (DMSO)
angegeben. Ein hoher Wert im Vergleich zur Kontrolle zeigt ein zunehmend ungleichmaRigeres Schlagmuster.
Die Anzahl der unabhéngigen Versuche ist in den jeweiligen Balken angegeben. *, P<0,05 zur Kontrolle.
Mittelwert £ SEM.

100



Diskussion

5 Diskussion
5.1 Kardiotoxizitat in der Krebstherapie

Die standige Weiterentwicklung wvon Chemotherapeutika zur Bekampfung wvon
Tumorerkrankungen hat in den letzten Jahrzehnten zu einem Anstieg der Uberlebensrate von
Krebspatienten geflihrt. Dieser Gewinn an Lebenszeit nach Uberstandenen Tumorerkrankungen
kommt allerdings nicht ohne Kehrseite. Die haufig verheerenden Langzeitnebenwirkungen von
Krebstherapien stellen ein zunehmendes Problem dar. Viele der aktuell klinisch verwendeten
Wirkstoffe haben kardiotoxische Nebenwirkungen, die sowohl strukturelle als auch
funktionelle Schadigung am Herzen verursachen konnen [8,217]. Dies kann zu schwerer
Myokardschadigung fiihren, die erst Jahre spater pathologische Symptome in der
Herzgesundheit zeigt. Gleichzeitig konnen die Wirkstoffe auch akute Schdden am Herzen und
dessen Funktion verursachen. Eine hieraus notwendige Dosisreduktion oder gar ein Abbruch
der Therapie aufgrund von Kardiotoxizitat kann eine erfolgreiche Krebstherapie verhindern
[7,12]. Zwar ist es mdglich, die akut auftretenden Nebenwirkungen symptomatisch zu
behandeln, um die Behandlung so lange wie mdglich fortfiihren zu konnen, doch ist die
Belastung fur den Korper dabei sehr hoch und eine Behandlung von chronischen oder
irreversiblen Schéden ist so nicht zu erreichen. Um dieses Problem zu umgehen, werden stetig
neue Wirkstoffe entwickelt, um bei auftretenden Nebenwirkungen zu anderen Medikamenten
wechseln zu kdnnen oder durch geschicktes Kombinieren von Wirkstoffen die Schaden so
gering wie moglich zu halten.

Einer der Grunde fir diese hohe Inzidenz an kardiotoxischen Nebenwirkungen von
Chemotherapeutika ist ihre schlechte VVorhersehbarkeit in praklinischen Studien [16]. Frihere
Versuche geeignete Testverfahren zu entwerfen, scheiterten an der Unzuverldssigkeit der
entwickelten Methoden. Die vorhandenen Methoden suchten meist nach spezifischen
wirkstoffbedingten Ursachen, die daflr bekannt sind, an der Entstehung von Nebenwirkungen
beteiligt zu sein, schauten sich die tatséachlichen zelluldren Auswirkungen aber nicht an. Viele
falsch positive Ergebnisse waren die Folge [5,6,164]. Verschiede Initiativen wie die CiPA-
Initiative und die ICH Richtlinie S7B wurden ins Leben gerufen, um eine verléssliche und
vereinheitlichte Methode zu entwerfen, mit der die Kardiotoxizitdt der Wirkstoffe frih
identifiziert werden kann. Allerdings lieferten die oft aufwéandigen und zu spezifischen
Verfahren nicht die gewinschten Ergebnisse und konnten sich in der Wirkstoffentwicklung
nicht durchsetzen [165,166].
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Das Ziel dieser Arbeit ist es, ein Verfahren zu charakterisieren, das zeit- und
ressourcenschonend neue Wirkstoffe auf ihre Kardiotoxizitdt hin untersuchen kann und eine
verlassliche Auskunft Uiber die Art der zu erwartenden Nebenwirkungen gibt. Zu diesem Zweck
haben wir ein Assay entworfen, das Uber zelluldre Impedanzmessung Auskunft Uber den
Einfluss von Wirkstoffen auf die Gesundheit und die Funktion von kultivierten neonatalen
Mauskardiomyozyten gibt. Das zelluldare Impedanzmessgeréat, das wir hierflir verwenden, ist
das CardioExcyte96 von Nanion, das Uber Goldelektronen in einer 96-Well Platte die
Gesundheit und Schlagfunktion der adhérenten Zellen in Echtzeit Giber einen Messzeitraum von
mehreren Tagen aufzeichnen kann [175,176,179,180]. Dieses ungerichtete Verfahren gibt
Auskunft (Ober verschiedene Zellparameter wie Zelliberleben, kontraktile Funktion und
Arrhythmien in kultivierten Zellen und kann so die schadliche Wirkung von Wirkstoffen auf
die Kardiomyozyten darstellen, ohne auf bestimmte Signalwege oder Mechanismen beschréankt
zu sein. Die Zellen werden von den niedrigen elektrischen Stromen der Messung nicht
beeinflusst, was eine Langzeitmessung ermdglicht, die nur durch die Uberlebensrate der Zellen
selbst begrenzt wird und so die tblichen Methoden, die h&ufig nur Messungen Uber wenige
Stunden zulassen, weit Uberbietet [172-174].

Um den hier vorgestellten Assay auf seine VVorhersagegenauigkeit zu testen, verwendeten
wir zunéchst in der Klinik befindliche Referenzsubstanzen, deren kardiotoxische Wirkungen in
vitro und im Menschen bereits charakterisiert sind. Der Vergleich der klinischen Daten mit den
Impedanzmessungen ermoglicht eine Evaluierung der VVorhersagegenauigkeit des Assays und
dessen Sensitivitdt auf verschiedene Konzentrationen.

AnschlielRend an die Evaluierung des Assays verwendeten wir dieses, um verschiedene neue
Substanzen zu charakterisieren, die sich zurzeit in verschiedenen Stadien der préaklinischen und

klinischen Studien befinden.

5.2 Evaluierung des Impedanzassays zur Vorhersage kardiotoxischer
Effekte von Chemotherapeutika

Um zu dberprifen, ob mit dem hier entwickelten Assay kardiotoxische Nebenwirkungen
von Chemotherapeutika im Patienten vorhergesagt werden konnen, haben wir eine Reihe
verschiedener Referenzsubstanzen vermessen, die bereits klinisch verwendet werden und deren
Nebenwirkungen bereits charakterisiert sind (Tabelle 2). Die von uns verwendeten Wirkstoffe

umfassten das Anthrazyklin Doxorubicin, das fir seine irreversible myokardschadigende
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Wirkung bekannt ist, Arrhythmien auslésen und die Kontraktion des Herzens beeintrachtigen
kann [21,25,27]; den Multikinase-Inhibitor Sorafenib, der durch eine erhéhte ROS Produktion
ebenfalls ein Absterben der Zellen bewirkt und durch die Beeinflussung intrazellulérer
Calciumlevel die gleichméRige Schlagfunktion der Zellen beeintrdchtigen kann [16,28-
30,32,33,35,204]; die beiden MEK-Inhibitoren Trametinib und Selumetinib, die vermehrt akute
funktionelle Nebenwirkungen hervorrufen [121,122,126,128,129,132]. Trametinib fuhrt haufig
zu einer linksventrikuldren Dysfunktion und Bradykardie. Selumetinib hingegen verursacht
verringerte linksventrikulére Funktion und Tachykardie. Diese Wirkstoffe wurden in jeweils
zwei Konzentrationen eingesetzt, wovon eine unterhalb der im Menschen beobachteten
maximalen Serumkonzentration (cmax) lag und einer darlber, um die Vergleichbarkeit der
Ergebnisse des Assays mit den Patientendaten Gberprifen zu kdnnen und die Sensitivitét des
Assays zu testen. Eine Ausnahme bildet hier Trametinib, dessen niedrige Konzentration
ebenfalls leicht oberhalb des cmax liegt, da Versuche in dieser Konzentration schon keine Effekte
mehr auf die Zellen zeigten und deshalb keine weiteren Versuche in noch niedriger
Konzentration durchgefihrt wurden.

Als Negativkontrollen dienten die gegen Bluthochdruck eingesetzten Wirkstoffe Ramipril
(ACE-Hemmer) und Valsartan (ATi-Inhibitor), von denen wir aufgrund ihrer Wirkungsweise
weder strukturelle noch funktionelle Kardiotoxizitat in den NMCM erwarten [191,192,218—
220]. Die Negativkontrollen wurden in einer Konzentration eingesetzt die oberhalb ihres in
Menschen beobachteten cmax lag, um auch bei eventuell niedriger Sensitivitat des Assays zu
bestétigen, dass keine falsch positiven Ergebnisse auftreten.

5.2.1 Evaluierung der Vorhersagegenauigkeit der klinischen Nebenwirkungen der
Referenzsubstanzen durch das Impedanzassay

Nach der Etablierung wund Evaluierung des Impedanzassays mithilfe der
Referenzsubstanzen, lasst sich von einer guten Vorhersagegenauigkeit sprechen. Die Base-
Impedanzmessung mit dem CardioExcyte96, die primar von der Zelldichte auf der
Goldelektrode abhingt, zeigte eine sehr gute Ubereinstimmung mit den klinischen Daten
hinsichtlich der myokardschadigenden Wirkung verschiedener Substanzen. Die in der Klinik
beobachteten zytotoxischen Nebenwirkungen der Substanzen konnten durch das Assay
qualitativ wiedergegeben werden. Die stark zytotoxischen Substanzen Doxorubicin und
Sorafenib verursachten einen Rickgang der Base-Impedanz, was auf eine starke
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Zellschadigung hindeutet, wahrend die nur leicht toxischen Substanzen Selumetinib und
Trametinib auch bei hohen Konzentrationen nur eine geringe zellschadigende Wirkung hatten.
Eine gute Vorhersagegenauigkeit fir zukunftige Wirkstoffe und deren zellschadigende
Wirkung scheint durch dieses Assay moglich.

Die Ubertragung der funktionellen Nebenwirkungen der Substanzen vom Patienten in die
kultivierten Zellen war weniger eindeutig. Die klinischen Nebenwirkungen der Substanzen
wurden nicht direkt durch den Impedanzassay widergespiegelt und zeigten sich haufig erst bei
hoheren Konzentrationen. So konnte die in der Klinik beobachtete von Trametinib verursachte
Bradykardie erst bei hohen Konzentrationen als signifikante Verringerung der Schlagfrequenz
gemessen werden. Trotz der geringeren Genauigkeit und der eingeschrankten Sensibilitat
ermoglichte das Impedanzassay eine Beurteilung der Einflisse der Substanzen auf die
Kontraktilitat der Zellen, die bisher durch andere in vitro Assays nicht moglich war.

Die Identifizierung von pro-arrhythmischen Effekten von Wirkstoffen ist vermutlich einer
der wichtigsten Aspekte in der Wirkstoffherstellung. Die Aufzeichnung des Schlagrhythmus
durch die Impedanzmessung ermoglicht eine gute Voraussage der pro-arrhythmischen Wirkung
von Substanzen. Zur schnelleren und intuitiveren Auswertung des Schlagrhythmus bedarf die
Quantifizierung der einzelnen Messdaten jedoch noch einer Optimierung. Wéhrend stark
pro-arrhythmische Substanzen wie Doxorubicin klar erkennbar sind [202], ist bei leicht
pro-arrhythmischen Einflissen nicht unbedingt eindeutig, ob es sich um einen Effekt des
Wirkstoffes oder um spontan auftretende Arrhythmien aufgrund der empfindlichen Zellen
handelt. So verursachten Trametinib und Selumetinib in einzelnen Messungen leichte
Rhythmusstérungen, blieben in klinischen Studien aber bisher in diesem Bereich unaufféllig
[127,210]. Zusétzlich gibt die Impedanzmessung keine Aussage Uber die mechanistischen
Ursachen der Arrhythmien. Bei auftretenden arrhythmischen Nebenwirkung in der
Impedanzmessung wiirde sich daher eine Erweiterung der Substanzcharakterisierung um
weitere Assays zur Bestimmung der mechanistischen Wirkung anbieten.

Obwohl die Impedanzmessung nicht alle klinischen Nebenwirkungen konzentrationsgenau
abbilden konnte, ergab sich doch eine Charakterisierung der Wirkstoffe, die die wichtigsten
Effekte der Substanzen auf das Herz darstellte. Die Zellschadigung durch die Substanzen gab
die klinischen Nebenwirkungen recht préazise wieder. Wahrend die Darstellung der Kontraktion
nicht so sensitiv war, wie wir gehofft hatten, zeigte sie doch vielversprechende Ergebnisse, die
bisherige Methoden, und den Mangel derer, weit tbertraf. Auch die Identifizierung von pro-

arrhythmischen Effekte erfullte die Erwartungen an die Genauigkeit des Assays.
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5.2.2 Vergleich weiterer Assays mit den Impedanz- und klinischen Daten.

Ein Vergleich des hier beschriebenen Impedanzassays mit herkdmmlichen Assays zur
Bestimmung des Zelluberlebens zeigte, dass durchaus Unterschiede in den Ergebnissen
auffallen. Die hier zum Vergleich herangezogenen Assays sind der Konfluenz-Assay zur
Bestimmung der Zelldichte, der MTT-Assay, der Uber das Redoxpotential der Zellen deren
Gesundheit quantifiziert und der ATP-Assay, das die ATP-Menge in Abhéngigkeit von der
Zellzahl und des Metabolismus quantifiziert. Um den mdglichen Einfluss der Substanzen auf
den Metabolismus der Zellen zusétzlich zu untersuchen, wurde die Laktat-Produktion der
Zellen analysiert. Die Vergleichsmessungen in diesen Assays wurden mit H9c2 Zellen
durchgefiihrt, da keine kontrahierenden Zellen bendétigt werden und so die Verwendung von
tierischen Primaérzellen stark reduziert werden konnte. H9c2 Zellen sind unsterbliche
Kardiomyoblasten, die urspriinglich aus embryonischen Rattenventrikeln isoliert wurden und
obwohl sie nicht schlagen, zeigen sie viele Gemeinsamkeiten mit Priméarzellen [205]. H9c2
Zellen besitzen im Vergleich zu anderen ahnlichen Ziellinien hohe ATP-Level,
Mitochondrienmasse und mitochondriale Respiration [206], was sie zu einer guten Wahl fir
die hier vorgestellten Assays machen, allerdings auch zu unterschiedlichen Ergebnissen im
Vergleich zu den NMCM fuhren kann. Studien zur Vergleichbarkeit der metabolischen
Reaktion von H9c2 Zellen und NMCM wurden bisher nicht hinreichend durchgefuhrt.

Das Konfluenz-Assay konnte im Vergleich zur Base-Impedanz, dem MTT-Assay und dem
ATP-Assay die zytotoxische Wirkung der Substanzen nur sehr eingeschrankt wiedergeben
(Abb. 12 A). Doxorubizin und Sorafenib wurden als zytotoxisch identifiziert, allerdings zeigte
Doxorubicin keine Dosisabhangigkeit und Sorafenib war hier erst in hoher Konzentration
toxisch. Die zellschadigende Wirkung von Trametinib und Selumetinib konnte das Konfluenz-
Assay nicht darstellen. Da in diesem Assay mit H9c2 Zellen gearbeitet wurde, welche sich in
Kultur weiter teilen konnen, ist die Darstellung geringer zytotoxischer Effekte anhand der
Detektion der Zelldichte vermutlich nicht moglich. Es ist ebenfalls moglich, dass die H9c2
Zellen mit einer anderen Sensibilitat auf die Wirkstoffe reagieren als die NMCM.

Der MTT-Assay detektierte insgesamt eine stirkere Zytotoxizitat der Wirkstoffe als die
Base-Impedanz, was allerdings an der langeren Inkubationszeit mit den Wirkstoffen und den
Unterschieden zwischen H9c2 Zellen und NMCM liegen kann (Abb. 12 B). Da der MTT-Assay
neben der Zellzahl auch dem Redoxpotential der Zellen unterliegt, was durch verschiedene
Parameter beeinflusst werden kann, sind die Ergebnisse nicht ausschlieflich ein Mal3 des
Zelliiberlebens und sollten daher anders gewichtet werden als die Base-Impedanzmessung.
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Veranderungen in den metabolischen Prozessen der Zellen durch die Wirkstoffe kénnen hier
einen starken Einfluss haben und falsche Daten zur Zytotoxizitat liefern [188,221].

Der ATP-Assay zeigte ahnliche Ergebnisse wie der MTT-Assay (Abb. 12 C). Ebenso wie
der MTT-Assay stellt es die konzentrationsabhéngigen Einflisse von Doxorubicin und
Sorafenib dar, zeigt aber auch fur Trametinib und Selumetinib stérkere Einflisse. Die
beobachtete Abnahme der ATP-Produktion ist einerseits abhangig von der Zellzahl,
andererseits kann sie aber auch metabolische Veranderungen wiederspiegeln. So wurde durch
Doxorubicin eine erhohte ROS Produktion und eine subsequente Schadigung der
Mitochondrien beobachtet, was die Produktion von ATP in den noch lebenden Zellen stark
reduzierte [207]. Dementgegen kann die vergleichsweise geringe Abnahme der ATP-
Produktion bei geringer Konzentration von Sorafenib so erklart werden, dass durch einen
Anstieg der metabolischen Funktion die geringere Zellzahl wieder ausgeglichen wird. Der
starke Anstieg der Laktatproduktion bei gleicher Konzentration wirde diese Vermutung
unterstutzen.

Die Untersuchung der Laktat-Produktion sollte Aufschluss geben Uber die metabolische
Verénderung der Zellen und helfen, die Unterschiede zwischen den Assays besser einzuordnen
(Abb. 12 D). Es ist zu erkennen, dass die Laktat-Produktion in den Zellen unabhéngig von der
im MTT- und ATP-Assay beobachteten reduzierten Zellzahl nahe der Kontrolle blieb, was
entweder fir eine unzureichende Genauigkeit des Assays sprechen wuirde oder fir eine
verstarkte Laktat-Produktion der noch lebenden Zellen. Es ware nicht ungewdéhnlich, wenn die
Zellen aufgrund der reduzierten Mitochondrienfunktion ihre Energiebereitstellung starker auf
die Seite der Glykolyse, und damit zur erhohten Laktat-Produktion, verschieben wirden. An
dieser Stelle sind die Ergebnisse diesbeziiglich aber nicht ausreichend klar interpratierbar.

Insgesamt lasst sich aus den Ergebnissen schlieRen, dass das Konfluenz-Assay zu unsensibel
ist, um einen tatséchlichen Nutzen fur die Charakterisierung zu haben. Der MTT-Assay und
ATP-Assay scheinen die zellschadigende Wirkung der Substanzen &hnlich der Base-Impedanz
zu bestimmen, sind jedoch abhdngig von weiteren Faktoren, die die Interpretation der
Ergebnisse erschweren, was der MTT-Assay und der ATP-Assay zu unzureichenderen Assays
zur Evaluierung des Zelluberlebens macht, als die Base-Impedanz. Die Ergebnisse des Laktat-
Assays lassen nicht klar erkennen, ob eine Regulation der Laktat-Produktion vorliegt oder ob
das Assay nicht ausreichend genau funktioniert. Mithilfe einer Referenzsubstanz, die z.B.
Atmungskette inhibiert, kénnten die gemessenen Ergebnisse in einen besseren Zusammenhang

gesetzt werden, um mehr Uber die metabolischen Veréanderungen durch Substanzzugabe zu
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erfahren.

Diese in vitro Assays bestatigten, dass sich die Base-Impedanzmessung besser zur
Bestimmung des Zellliberlebens eignet als gangige in vitro Assays, die abhangig sind von
metabolischen Funktionen der Zellen.

5.2.3 Grenzen und Probleme des Impedanzassays

Obwohl das Impedanzassay eine Reihe an relevanten Daten erzeugt, die Aufschluss tber die
Effekte der Substanzen auf die Kardiomyozyten geben, ist eine Einordnung und Interpretation
an dieser Stelle nicht immer einfach. Ob die beobachteten Effekte auch klinische Relevanz
haben werden, zeigt sich erst im Zusammenhang mit der im Menschen wirksamen Dosis und
der maximalen Serumkonzentration, welche in klinischen Phase 1 Studien ermittelt werden.
Das Wissen um mogliche kardiale Nebenwirkungen kann in diesen ersten klinischen Studien
helfen, die kritischen Aspekte der Herzfunktion speziell zu beobachten und entsprechend zu
bewerten, um die Sicherheit der Patienten wéhrend der Studie zu gewéhrleisten.

Ein wichtiger Aspekt dieses Assays ist die Verwendbarkeit mit kultivierten Zellen. Dies
ermoglicht zum einen eine schnelle und einfache Charakterisierung schon friih in der
Entwicklung neuer Substanzen, wirft aber auch Probleme und Ungenauigkeiten auf. Die hier
verwendeten isolierten Mauskardiomyozyten sind zwar ein hinreichend gutes Modell fiir erste
Testversuche, spiegeln aber viele Aspekte des Organismus nicht wider. Verschiedene
Zellstrukturen, vaskuldre Einflisse und komplexe interzellulare Regulation konnen einen
Einfluss auf die Schlagfunktion des Herzens haben, werden aber in vitro nicht simuliert und
kdnnen daher nicht ausreichend dargestellt werden. Auch die Kardiomyozyten selbst verhalten
sich in Kultur mitunter nicht wie ihr physiologisches Aquivalent und bestimmte Artefakte treten
aufgrund dieser Unterschiede auf. Die reziproke Kopplung von Schlagfrequenz und Amplitude
zum Beispiel entsteht als Artefakt der Impedanzmessung mit adharenten Zellen. Durch eine
Verstarkung der Kontraktion, zum Beispiel nach Stimulation, vergroRert sich der intermediére
Platz zwischen den Zellen. Das Kulturmedium, das neben den Zellen Einfluss auf die
gemessene Impedanz nimmt, hat so einen groReren Einfluss auf die Messung. Da das Medium
einen geringeren Widerstand bietet als die Zellen, nimmt die gemessene Impedanz mit
erhdhtem Einfluss des Mediums ab. Dies fuhrt zu einer falschlichen Abnahme der Impedanz,
sprich der Amplitude, bei einer erhdhten Schlagfrequenz und —kraft der Zellen [175,215,222].

Neuere Messmodelle wie das FLEXcyte96 von Nanion ermdéglichen es, aufgrund einer
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flexiblen Oberflache, diesen Effekt zu umgehen. Durch die membranartige Oberflache, an der
die Zellen adhdrieren, kdnnen die Zellen kontrahieren, ohne dass sich der intermedidre Platz
zwischen ihnen erhdht und stattdessen die Membran mit kontrahiert. Es konnte gezeigt werden,
dass eine physiologische Reaktion der Zellen auf Stimuli wie Isoproterenol artefaktfrei
nachweisbar ist [222,223].

Weitere methodische Artefakte kdnnen entstehen, wenn Substanzen die Adhdrenz der Zellen
beeinflussen. Da die Impedanzmessung nur solche Zellen messen kann, die auf der Elektrode
adhérieren, kann ein Abdissoziieren der Zellen zu einem falschen Messergebnis fiihren.
Dementgegen kann ein hypertrophes Zellwachstum die gemessene Zellzahl féalschlich hoher
erscheinen lassen, da die belegte Flache auf der Elektrode trotz gleicher Zellzahl steigt. Um
solche Artefakte auszuschlieBen, wirde sich eine mikroskopische Untersuchung der Zellen
eignen, um sowohl die Adhéarenz als auch die ZellgroRe zu kontrollieren.

Eine der wichtigsten methodischen Grenzen dieses Assays ist der Mangel an Information
Uber den mechanistischen Hintergrund der beobachteten Effekte. Obwohl bestimmte
Reaktionen der Zellen einen Hinweis Uber die Wirkungsweise der Substanzen in
Kardiomyozyten geben konnen, sind diese bei weitem nicht ausreichend. Um hinreichend
genaue Informationen zur Wirkungsweise zu erhalten, wére die Anwendung weiterer Assays
notwendig, die allerdings aufgrund der Daten aus der Impedanzmessung genau auf die jeweilige
Substanz angepasst werden konnten. So konnte bei beobachteten Verénderungen in der
Kontraktion eine Untersuchung des zelluléaren Calciums oder bei beobachteten Arrhythmien
eine Untersuchung bestimmter lonenkanéle, deren Dysregulation fiir pro-arrhythmische
Wirkung bekannt sind, Aufschluss tiber mogliche Mechanismen der Wirkstoffe geben [35,165].

5.2.4 Mogliche Erweiterungen und Verbesserungen des Impedanzassays

Um das Impedanzassay weiter zu optimieren und die beobachteten Mangel mdglichst zu
minimieren, ist die Veranderung und Erweiterung des Assays moglich. Die Charakterisierung
weiterer Referenzsubstanzen zur Erstellung einer Datenbank konnte hier zusétzlich zur
Evaluierung neuer Substanzen beitragen, da ein Vergleich gewonnener Daten neuer Substanzen
mit den bereits klinisch bekannten Substanzen eine Einordnung der beobachteten Effekte
vereinfachen wiirde. Die Erstellung einer Referenzbibliothek kénnte fur die Zukunft eine grofie
Hilfe in der Evaluierung neuer Substanzen sein, erfordert aber ein standardisiertes

Messverfahren, um die Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu gewahrleisten.

108



Diskussion

Eine Anwendung des Assays auf aus humanen induzierten pluripotenten Stammzellen
gewonnen Kardiomyozyten (hiPS-CM) wiirde die Vorhersagegenauigkeit vermutlich
zusétzlich verbessern. Die Verwendung menschlicher Zellen ndhert das Assay den realen
Bedingungen im menschlichen Organismus weiter an. Da hiPS-CM Zellen zudem langlebiger
sind als NMCM, kénnen Messungen ber mehrere Tage bis hin zu Woche laufen, um den
Langzeiteffekt und die Zytotoxizitat der Wirkstoffe noch genauer darzustellen [172,215].
Ebenso ist es moglich, diese Zellen durch elektrische Impulse zu pacen, um eine Abhéngigkeit
der Schlagkraft von der Schlagfrequenz zu vermeiden und so die Einschrankungen des Assays
weiter zu reduzieren.

Eine Beobachtung der Elektrophysiologie der hiPS-CM mithilfe des CardioExcyte96 ist
ebenfalls moglich und ermdglicht die Aufzeichnung weiterer Parameter ohne den Aufwand der
Messung unndtig zu steigern. Durch die Messung des elektrischen Feldpotenzials (EFP) ist es
maoglich, &hnlich einem Multielektrodenarray (MEA), die Elektrophysiologie der
kontrahierenden Zellen aufzuzeichnen [175]. Die Identifizierung von elektrophysiologischen
Veranderungen, wie zum Beispiel einer Verzogerung der Repolarisation, kann nicht nur
zusétzliche Daten zur Kardiotoxizitat liefern, sondern auch in der Ursachenfindung von
unerwinschten Effekten helfen.

Der einfache Aufbau des Assays ermdglicht es, die Messung auch direkt um weitere
Faktoren zu erweitern. In unseren Untersuchungen haben wir die Zellen kinstlich unter Stress
gesetzt indem wir das Stimulanz Isoproterenol dazugaben. Die Wirkung der Inhibitoren wurde
teilweise durch den simulierten Stress beeinflusst. Weitere Aspekte und Risikofaktoren kénnen
zum Beispiel durch die Verwendung mutierter pluripotenten Stammzellen, um
Patientenmutationen zu simulieren, untersucht werden [224].

Mechanistische Informationen zur Wirkung der Substanzen, die durch das Impedanzassay
nicht abgedeckt sind, kénnen durch die gezielte Wahl weiterer Assays gewonnen werden. Die
aus der Impedanzmessung gewonnen Daten konnen hierbei als Referenz fur die Wahl der

geeignetsten Assays verwendet werden.

5.2.5 Zusammenfassung der Evaluierung

Die Entwicklung dieses neuen Impedanzassays zur Bestimmung von kardiotoxischen
Nebenwirkungen legt einen wichtigen Grundstein fir die zukinftige Charakterisierung von
neuen Wirkstoffen. Obwohl noch einige Aspekte der Messung nicht optimal die Wirkung im
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Menschen widerspiegeln, bietet es doch eine Reihe an wichtigen Einblicken in die
Kardiotoxizitdt der Substanzen und ermdglicht die Charakterisierung von neuen Wirkstoffen,
die zuvor nicht moglich war.

Wie alle in vitro Assays, deckt das Impedanzassay nicht alle Bereiche des menschlichen
Herzens ab. Die Einordnung der Ergebnisse in einen relevanten klinischen Hintergrund, die
Abgrenzung von Artefakten aufgrund des vereinfachten Systems sowie der Mangel an
Informationen zur Wirkungsweise der Substanzen sind wichtige Aspekte dieses in vitro Assays,
die nicht unbeachtet bleiben dirfen. Die zusatzliche Untersuchung der Substanzen mit
geeigneten Assays, die diese Aspekte besser Abdecken sind aufgrund der Ergebnisse aus dem
Impedanz-Assay gut wahlbar und werden weitere wichtige Informationen liefern.

Die Weiterentwicklung des Impedanzassays zur besseren Verwendbarkeit, hoheren
Vorhersagegenauigkeit sowie zur Darstellung weiterer kardialer Parameter sollte fir die
Zukunft in Angriff genommen werden. Das Impedanzassay ermdglicht eine Reihe an
methodischen Anpassungen und Erweiterungen, um den Anspriichen einer kardiotoxischen
Charakterisierung noch besser zu entsprechen.

Nichtsdestotrotz zeigte der bisherige Aufbau des Assays vielversprechende Ergebnisse, die
eine grofle Reihe an Parametern detektierte und ein verlassliches Bild der Kardiotoxizitat der
Substanzen lieferte. Um dieses Assay nun an neuen Substanzen anzuwenden, wahlten wir eine
Reihe an AKT- und ERK-Inhibitoren, die sich in der Entwicklung zum Einsatz in der
Tumortherapie befinden, und charakterisierten ihre strukturellen und funktionellen
kardiotoxischen Effekte auf die kultivierten NMCM.
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5.3 Charakterisierung neuer AKT-Inhibitoren

Um das hier etablierte Impedanzassay auf verschiedene Wirkstoffe anzuwenden und diese
zu charakterisieren, haben wir verschiedene in der Entwicklung befindliche Inhibitoren der
Kinasen AKT und ERK gewabhlt, die bisher nicht spezifisch auf ihre Kardiotoxizitat untersucht
wurden. Da die Signalwege, die AKT und ERK beinhalten, wichtige regulatorische Wirkungen
auch im Herzen vermitteln, ist eine kardiotoxische Wirkung durch die Inhibierung dieser
Kinase sehr wahrscheinlich [20,58,225].

Zunachst erfolgte die Charakterisierung der AKT-Inhibitoren Borussertib, Capivasertib,
Ipatasertib, MK-2206 und Miransertib. Die PI3K/AKT/mTORC1 Kaskade ist ein wichtiger
Signalweg, der in vielen Tumorerkrankungen mutiert oder anderweitig hochreguliert ist und so
das Zellwachstum antreibt, Apoptose unterdriickt und zu Medikamentenresistenzen fiihrt. Er
bietet daher ein vielversprechendes Angriffsziel fir zukinftige Mono- und
Kombinationstherapien. Eine Inhibierung dieses Signalwegs verspricht daher einerseits
vielversprechende Effekte in der Behandlung von Tumoren, kann andererseits aber aufgrund
der Vielseitigkeit dieses Signalwegs auch gesundes Gewebe schwer in Mitleidenschaft ziehen.
Derart komplexe und vielféltige Signalkaskade anzugreifen, kann schnell zu unerwiinschten
on- und off-Target Effekten fihren und auch im kardiovaskuldrem System zu schweren
Nebenwirkungen fuhren. Insbesondere ATP-kompetitive Inhibitoren wie Capivasertib und
Ipatasertib sind bekannt fiir ihre schlechte Selektivitat und h&ufig auftretende off-target Effekte
in strukturédhnlichen Kinasen wie Mitgliedern der AGC Familie. Zusatzlich kann die
Inhibierung des AKT-Signalweges, der wichtige Signale in Zelliberleben, Zellwachstum,
Proliferation und Zellmetabolismus vermittelt, zu schwerer Zellschadigung unter anderem im
Herzen flhren [41,44].

Ziel dieses Teils der Arbeit war daher mit dem zuvor etablierten und evaluierten
Impedanzassay einige dieser AKT-Inhibitoren auf ihre Kardiotoxizitdt in Hinblick auf
Zellschadigung, kontraktile Funktion und Arrhythmien zu untersuchen. Um weitere
Informationen (ber die kardialen Effekte der Wirkstoffe zu erhalten, wurden zusatzlich
Hypertrophie-Assays und Metabolismus-Assays durchgefiihrt sowie Impedanzmessungen
unter Zugabe des stressinduzierenden Wirkstoffes Isoproterenol durchgefiihrt.

Unter den hier untersuchten AKT-Inhibitoren konnten keine allgemein auftretenden
Nebenwirkungen von AKT-Inhibition beobachtet werden. Wé&hrend einige Inhibitoren starke
kardiale Nebenwirkungen hervorriefen, waren andere sehr gut vertraglich.

Die allosterischen AKT-Inhibitoren besitzen zwar eine verhéltnismalig bessere Selektivitat
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fir AKT als ATP-kompetitive Inhibitoren [18,226], verursachten jedoch eine starke
Zellschadigung, die mit steigender Konzentration zunahm. Diese starkere Zytotoxizitat der
allosterischen Inhibitoren im Gegensatz zu den ATP-kompetitiven Inhibitoren konnte auch in
verschiedenen Krebszelllinien beobachtet werden, in denen sich die Einflisse als on-Target
Effekte herausstellten [226]. Ob es sich auch in Kardiomyozyten um on-Target Effekte handelt,
kann jedoch an dieser Stelle nicht hinreichend belegt werden.

Die beobachteten Einflisse auf die kontraktile Funktion waren jedoch zwischen den
allosterischen Inhibitoren nicht einheitlich. Die schweren Nebenwirkungen von MK-2206, die
bei hohen Konzentrationen (Uber 6 uM) beobachtet wurden, werden eventuell durch den
niedrigen cmax (0,6 UM) in Patienten relativiert [92]. Solange eine Verwendung von MK-2206
in derart niedrigen Konzentrationen maéglich ist, konnte eine sichere Verwendung maglich sein.
Besonderes Augenmerk auf die kardiale Funktion von Patienten, insbesondere bei
Risikopatienten, zu legen, ist jedoch empfohlen. Miransertib verursachte zusétzlich mittlere bis
schwere Arrhythmien, die unter Stress signifikant zunahmen und sollte daher nur mit
besonderer Vorsicht in Patienten angewendet werden.

Zwischen den einzelnen ATP-kompetitiven AKT-Inhibitoren konnte ebenfalls nur wenig
Zusammenhang beobachtet werden. Insgesamt schienen sie weniger Zellschadigung zu
verursachen als die allosterischen Inhibitoren, was sich mit anderen Studien zu
AKT-Inhibitoren deckt [226]. Wahrend Ipatasertib dartiber hinaus gar keine Nebenwirkungen
erzeugte, war bei Capivasertib ab einem Schwellenwert in der Konzentration ein
gleichbleibender Einfluss auf die Zellen zu beobachten. Die schlechte Selektivitdt von
Capivasertib im Vergleich zu Ipatasertib ist eine mdgliche Ursache fur die unterschiedlichen
Einflisse auf die Zellen. Die in Patienten beobachtete Serumkonzentration von Capivasertib
war mit 3,33 uM auch vergleichsweise hoch und lasst nicht vermuten, dass eine selektive
Hemmung von AKT im Menschen erreicht werden kann. Somit ist Ipatasertib ein sehr viel
aussichtsreicherer ATP-kompetitiver Inhibitor als Capivasertib und anhand seines
kardiotoxischen Profils der vertraglichste der hier untersuchten AKT-Inhibitoren.

Der kovalent-allosterische Inhibitor Borussertib hingegen verursachte in allen Bereichen
dosisabhéngige Effekte, die unterschiedlich schwer ausfielen. Im Vergleich zu den anderen
allosterischen Inhibitoren, verursachte Borussertib weniger Zellschadigung, wurde jedoch auch
in einer geringeren maximalen Konzentration eingesetzt. Den groRten Einfluss hatte es auf die
Schlagfrequenz und den Schlagrhythmus der Zellen. Da Borussertib in vielen Krebszelllinien

bessere Antitumorwirkung bewies als die anderen hier verwendeten AKT-Inhibitoren [73],
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kdnnte die mogliche verwendete Dosis dieses Inhibitors sehr gering ausfallen und ein Einsatz
des Wirkstoffes in geringen Konzentrationen konnte anhand der hier erhobenen Daten

ungeféhrlich sein.

5.3.1 Borussertib

Borussertib ist ein AKT-Inhibitor, der bisher nur in préklinischen Studien untersucht wurde.
Als kovalent allosterischer Inhibitor bildet er mit AKT1-3 einen irreversiblen Komplex und
verhindert so eine Konfirmationsanderung zur aktiven Form. Borussertib zeigte in zellfreien
Inhibierungs-Assays eine spezifische Inhibierung von AKT1 im Vergleich zu den anderen
Isoformen und in in vitro Versuchen in verschiedenen Krebszelllinien stark anti-
proliferatorische Wirkung bei verhaltnisméRig niedrigen Konzentrationen [72,73,227].

In unseren Untersuchungen wurde Borussertib (hergestellt und zur Verfugung gestellt von
der Arbeitsgruppe von Prof. Rauh, TU Dortmund) aufgrund seiner niedrigen effektiven
Konzentrationen ebenfalls in niedrigen Konzentrationen eingesetzt [73]. Da allerdings auch die
effektive Konzentration in den Kardiomyozyten (36,4 nM) nur leicht hoher lag als die in
Krebszellen, waére ein Einfluss auf die kardialen Zellen auch bei niedrigen Konzentrationen
nicht ungewdohnlich. Borussertib zeigte nur in der hochsten gemessenen Konzentration
(10.000 x in vitro ICso: 8 uM) eine zellschadigende Wirkung auf die Kardiomyozyten, die
allerdings selbst in dieser Konzentration bei unter 10 % lag (Abb. 17). Anhand der in den
Kontrollsubstanzen beobachteten Effekten und deren klinischen Daten, kann bei Borussertib
davon ausgegangen werden, dass eine kardiale Zellschadigung in physiologischen
Konzentrationen vermutlich nicht auftreten wird. Da allerdings noch keine in vivo Studien zu
Borussertib durchgefiihrt wurden, ist die effektive Konzentration im Menschen noch
unbekannt.

Die durch Borussertib aufgetretenen funktionellen Veranderungen in Amplitude und
Schlagrate wurden ebenfalls nur in den héchsten Konzentrationen (10.000 x in vitro I1Cso: 8 uM)
beobachtet (Abb. 18). Allerdings zeigten sich zuvor in der Evaluierung des Assays, dass
funktionelle Schédigungen weniger sensitiv detektiert werden und auch klinische
Nebenwirkungen teilweise erst in sehr hohen in vitro Konzentrationen repliziert werden
konnten. Ein Einfluss von Borussertib auf die kontraktile Funktion von kardialen Zellen sollte
daher auch bei niedrigeren in vivo Konzentrationen nicht ausgeschlossen werden. Die Messung

weiterer Konzentrationen von Borussertib zeigte eine klare Zunahme der Effekte bei steigender
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Konzentration. Wahrend die Schlagfrequenz schon bei mittleren Konzentrationen signifikante
Veranderungen zeigte, nahm die Amplitude erst bei hohen Konzentrationen signifikant ab. Dies
bestarkt die Vermutung, dass Borussertibs Einfluss auf die Schlagfrequenz der Zellen eine
relevante Nebenwirkung darstellt.

Den prominentesten Effekt zeigte Borussertib auf den Schlagrhythmus der kultivierten
Kardiomyozyten. Schon bei mittlerer Konzentration (100x ECso: 0,5 uM) zeigten sich klar
pro-arrhythmische Effekte, die sich bei hoheren Konzentrationen (10.000 x in vitro ICso: 8 uM)
noch verstarkten. Das in Borussertib gemessene pro-arrhythmische Potential glich den Werten,
die zuvor in der klinisch auffalligen Substanz Doxorubicin beobachtet wurde (Abb. 19 B) und
weist darauf hin, dass Borussertib vermutlich in Patienten ebenfalls arrhythmogene
Nebenwirkungen erzeugen wird. Ahnlich den anderen Parametern, scheint die arrhythmogene
Wirkung dosisabhangig zu sein. Schon bei geringer Konzentration zeigt sich ein leicht erhéhtes
Auftreten von Arrhythmien, das prinzipiell mit steigender Konzentration zunimmt (Abb. 19 D).

Nach Stimulation der Zellen mit Isoproterenol zeigte Borussertib einen leicht verringerten
Einfluss auf die Zellen. Durch die Stimulation erhohte sich die Schwankung der Messwerte
zwischen den einzelnen Messungen, wodurch die tendenziell gleichen Einflisse von
Borussertib im Vergleich zur stimulierten Kontrolle bei hohen Konzentrationen (10.000x in
vitro 1Cso: 8 uM) nicht mehr signifikant waren (Abb. 21 & 22). Bemerkenswerterweise sorgte
die Stimulation der Zellen mit Isoproterenol jedoch fiur eine vollstdndige Aufhebung der
pro-arrhythmischen Wirkung von Borussertib. Nach Stimulation sind in keiner der
Konzentrationen mehr Arrhythmien messbar (Abb. 23). Eine mégliche Erklarung ist, dass die
Mechanismen, mit denen Borussertib seine pro-arrhythmischen Effekte vermittelt eine
antagonistische Interaktion mit der durch Isoproterenol vermittelten Reaktion hat [228]. Eine
symptomatische Behandlung der durch Borussertib ausgeldsten kardialen Nebenwirkungen mit
einem B-AR Agonisten wie Isoproterenol ist eventuell eine mdgliche Strategie, die
Vertraglichkeit von Borussertib zu verbessern. Eine klare Evaluierung der Einflisse, die eine
solche Kobinationstherapie auf den Organismus hétte, ist mithilfe dieses Impedanzassays
jedoch nicht hinreichend mdoglich.

Da Borussertib noch in keinen klinischen Studien untersucht wurde, gibt es keine Daten zur
effektiven Dosis oder der maximalen Serumkonzentration in Patienten. Um schwerwiegende
Nebenwirkungen auszuschlieBen, sollten die in vitro beobachteten Nebenwirkungen im
Patienten beriicksichtigt werden und ein Studiendesign zu diesem Inhibitor eine genaue

Charakterisierung der Kardiotoxizitét, besonders in Hinblick auf Arrhythmien, beinhalten.
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5.3.2 Ipatasertib (GDC-0068)

Ipatasertib ist ein ATP kompetitiver Inhibitor von AKT, der sich zurzeit in klinischen
Phase 2 Studien befindet [80-82]. Ipatasertib ist im Vergleich zu den anderen Inhibitoren in
seiner Inhibierung von AKT und seiner anti-proliferatorische Wirkung in Krebszellen
vergleichsweise ineffizient [73]. Auch der in Kardiomyozyten gemessene 1Cso Wert (178,8 nM)
war nach Capivasertib der zweithdchste. Ipatasertib wurde daher in dem Impedanzassay mit
verhaltnismaRig hohen Konzentrationen eingesetzt und auf seine Kardiotoxizitat gepruft.

Trotz der hohen eingesetzten Konzentration von Ipatasertib zeigte es von allen
AKT-Inhibitoren die beste Vertraglichkeit in den kultivierten NMCM. Lediglich in der
hochsten verwendeten Konzentration (10.000x 1Cso: 30 pM) zeigte es eine leichte
Zellschadigung um ca. 7% (Abb. 17 B), was ungefahr den beobachteten Effekten von
Trametinib in niedriger Konzentration gleichkommt. Da die beobachtete maximale
Serumkonzentration im Menschen mit 1,83 uM weit darunterliegt [60], sind hier, ebenso wie
bei Trametinib, vermutlich keine weiteren Auswirkungen in in vivo Studien zu erwarten.
Sowohl die kontraktile Funktion der Zellen sowie deren Schlagrhythmus blieben durch
Ipatasertib génzlich unbeeinflusst (Abb. 18 & 19). Auch die Stimulierung durch Isoproterenol
(Abb. 21-23) verandert den Einfluss von Ipatasertib auf die Zellen im Vergleich zur stimulierten
Kontrolle nicht.

In vorangegangen klinischen Phase 1 Studien wurden bei einer Dosis von 400 mg téglich,
wie es in spateren Phase 2 Studien eingesetzt wurde, ein cmax von 1,83 UM beobachtet [60].
Dieser Wert liegt weit unterhalb der in unserem Assay als bedenkenlos beurteilten
Konzentration von Ipatasertib. Mit diesen Daten (bereinstimmend wurden in keiner klinischen

Studie bislang kardiotoxische Nebenwirkungen von Ipatasertib beobachtet [60,80,82,146].

5.3.3 Capivasertib (AZD-5363)

Capivasertib ist ein ATP-kompetitiver AKT-Inhibitor, der aktuell in klinischen Phase 2
Studien zum Einsatz kommt. In den Phase 2 Studien wurden keine Kardiotoxizitaten
beobachtet, jedoch wurde auch nicht speziell darauf untersucht und Langzeitstudien zur
Vertréglichkeit von Capivasertib stehen ebenfalls noch aus [38,77-79].

Capivasertib war der einzige Inhibitor, dessen verwendete 100x ECso Konzentration héher

lag als die 10.000x ICso Konzentration (20 uM vs. 9 uM). Allerdings zeigte es mit Abstand die
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hochste effektive Konzentration in Kardiomyozyten, wodurch ein Einfluss der hohen
Konzentrationen eventuell relativiert wird (Tabelle 4). Es wies bereits bei mittlerer
Konzentration (10.000x in vitro ICso: 9 tM) eine geringe, aber signifikante Zellschadigung auf,
die bei hoherer Konzentration (100x ECso: 20 uM) nicht wesentlich verstarkt wurde (Abb. 17).
In klinischen Phase 1 Studien wurde bei einer Dosis von 480 mg ein Cmax von 3,3 M gemessen
[76]. In darauffolgenden Kombinationsstudien wurde die Dosis auf 400 mg reduziert, allerdings
kein cmax mehr ermittelt [78]. Der Vergleich der Impedanzdaten mit den klinischen Daten I4sst
vermuten, dass sich die zellschadigende Wirkung von Capivasertib nicht auf den Menschen
Ubertragen wird, da sie nur in Konzentrationen auftritt, die weit Uber dem cmax von 3,3 uM
liegen und zudem mit unter 10 % auch eher gering ausfallt.

Der Einfluss von Capivasertib auf die kontraktile Funktion der Kardiomyozyten beschrénkt
sich auf eine leichte Verringerung der Schlagfrequenz bei mittlerer und hoher Konzentration
(Abb. 18). Die Amplitude bleibt durchgehend unveréndert. Dass die adversen Effekte nur bei
hoheren Konzentrationen auftreten, schlie3t hier einen moglichen Effekt im Menschen nicht
aus, da das Assay in Bezug auf die kontraktile Funktion der Zellen weniger sensibler ist als
beim Zelllberleben. Bei Capivasertib zeigt sich eine Verringerung der Schlagfrequenz bei
beiden Konzentrationen um ca. 17 %, was gerade eine relevante Reduktion der Schlagfrequenz
ausmachen wirde. Ob Capivasertib im Menschen zu einer Verringerung der Schlagrate fuhrt
und ob sie pathologische MaRe annimmt, ist hieraus nicht eindeutig, sollte aber in zukinftigen
Studien beobachtet werden.

Durch die Stimulation mit Isoproterenol veranderten sich die beobachteten Unterschiede in
Zelluberleben und kontraktiler Funktion im Vergleich zur Kontrolle nicht (Abb. 21 & 22). Die
hohere Streuung der Messergebnisse verhinderte eine Signifikanz der adversen Effekte, die
Tendenzen blieben jedoch gleich. Lediglich der Schlagrhythmus, der in unstimulierten Zellen
ganzlich unauffallig geblieben war, zeigte nach Stimulation ein pro-arrhythmisches Potential
von Capivasertib bei mittlerer Konzentration, das in hoherer Konzentration nicht mehr
auftauchte. Obwohl in bisherigen klinischen Studien keine Arrhythmien beobachtet wurden
[76-79], zeigte sich in einer Phase 2 Kombinationsstudie mit dem Ostrogen-Rezeptor
Antagonisten Fulvestrant von 2020 eine leichte Erhéhung von Féllen von Grad 1
QT-Prolongation in Patienten nach Capivasertibeinnahme im Vergleich zum Placebo [79]. Ob
dies von Capivasertib oder durch die Kombination mit Fulvestrant verursacht ist, ist nicht klar
ersichtlich, sollte in zukinftigen Studien in Patienten, besonders bei Risikopatienten, zusétzlich

beobachtet werden.
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Obwohl der ATP-kompetitive AKT-Inhibitor Ipatasertib nahezu keine negativen Effekte
verursachte, erzeugte Capivasertib eine Reihe an kardiotoxischen Effekten. Ein relevanter
Unterschied zwischen den beiden Inhibitoren liegt in ihrer Selektivitat. Wéhrend Ipatasertib
eine sehr hohe Selektivitét fur die AKT Isoformen aufweist [229,230], ist Capivasertib auch bei
niedrigen Konzentrationen in der Lage P70S6K, PKA und weitere Mitglieder der AGC-Familie
zu inhibieren. Es ist daher sehr wahrscheinlich, dass Capivasertib seine kardiotoxische Funktion
Uber diese off-Target Effekte vermittelt [74].

534 MK-2206

MK-2206 ist ein allosterischer AKT-Inhibitor, der sich zurzeit in klinischen Phase 2 Studien
befindet [97,99]. Obwohl MK-2206 in zellfreien Inhibierungs-Assays eine eher schlechte
Inhibierung von AKT zeigte im Vergleich zu den anderen Inhibitoren, wies es sowohl eine recht
gute anti-proliferatorische Wirkung in Krebszellen als auch eine effektive Inhibierung von AKT
in H9c2 Zellen auf (Tabelle 3 & 4) [73]. Dieser geringe 1Cso Wert in den Kardiomyozyten ist
eventuell eine Ursache fur die starke Toxizitat von MK-2206 bei hohen Konzentrationen.

Wéhrend es schon in mittlerer Konzentration (100x ECso: 6 tM) zu einer geringen, aber
signifikanten Zellschadigung flhrt, zeigt sich bei der hdchsten Konzentration (10.000x in vitro
ICs0: 30 M) eine starke Reduktion des Zellliberlebens um fast 40 % (Abb. 17). Diese enorme
EinbuRe in lebenden Zellen fiihrte bereits durch Sorafenib zu einem vollstandigen Verlust der
kontraktilen Funktion der tibrigen Zellen und hat auch durch MK-2206 den gleichen Effekt. In
den niedrigeren Konzentrationen hingegen zeigen sich keinerlei Beeintrachtigung der
Kontraktion durch MK-2206 (Abb. 18). Durch die Stimulation mit dem B-AR Agonisten
Isoproterenol lieR sich die Schlagfunktion der Zellen nach MK-2206 Einwirkung teilweise
wiederherstellen, blieb aber stark beeintréchtigt (Abb. 22). Da Isoproterenol B-adrenerge
Rezeptoren anspricht, was daraufhin die CAMP Level in der Zelle erhoht und die PKA Aktivitat
steigert, wird die Freisetzung von Calcium in der Zelle verstérkt. Dies stellt die Schlagfunktion
der Zellen wieder her, allerdings reicht dieser kompensatorische Effekt nicht, um eine gesunde
Funktion zu erreichen [228,231].

Die stark myokardschédigende Wirkung dieses Inhibitors I4sst vermuten, dass er in
Patienten zu irreversiblen Langzeitschdden der Herzmuskulatur fiihren kdnnte und sollte
dahingehen beobachtet werden. Der in klinischen Phase 1 Studien bestimmte cmax Wert von

571 nM im Menschen bei einer Dosis von 200 mg waochentlich [92] gibt allerdings Grund zur
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Vermutung, dass MK-2206 in niedrigen Konzentrationen eingesetzt werden kann, die keine
Myokardschadigung hervorrufen. Da der Wirkstoff allerdings im Koérper zu akkumulieren
scheint, dhnlich wie das stark kardiotoxische Anthrazyklin Doxorubicin, sollte es mit
besonderer Vorsicht und nur im Zusammenspiel mit geeigneter Serumdiagnostik verwendet
werden. In den bisherigen Phase 1 und 2 Studien zu diesem Inhibitor wurden keine
signifikanten kardiotoxischen Effekte beobachtet, die auf MK-2206 zurtickzufiihren waren
[92-99]. Allerdings werden Myokardschéden im Herzen haufig erst nach langer Einwirkung
der Wirkstoffe oder lange nach Beendigung der Behandlung symptomatisch auffallig. In
anderen praklinischen Studien zu AKT-Inhibitoren zeigte sich ebenfalls die erhohte
zytotoxische Wirkung von allosterischen AKT-Inhibitoren wie MK-2206 [226].

5.3.5 Miransertib (ARQ 092)

Miransertib ist ein allosterischer Inhibitor von AKT, der aktuell in klinischen Studien gegen
PI3K/AKT getriebene Tumore oder Proteussyndrom untersucht wird. Aktuell laufen klinische
Phase 2 Studien zu diesem Inhibitor, nachdem eine Dosis-Wirkungs-Studie der Phase 1
abgeschlossen wurde [211].

Miransertib besitzt einen sehr geringen 1Cso Wert in Kardiomyozyten, der den in
Brustkrebszellen um fast zwei Drittel unterschreitet (Tabelle 3 & 4). Es bewirkte bei
Einwirkung auf die kultivierten NMCM eine Zellschadigung, die mit zunehmender
Konzentration anstieg. Bei mittlerer Konzentration (100x ECso: 3,5 UM) verursachte dieser
Inhibitor eine Myokardschadigung um 10 %, die bei héchster Konzentration (10.000x in vitro
ICs0: 14 uM) bei Uber 30 % lag (Abb. 17). Dies passt zu den Beobachtungen von Kostaras et
al., die zeigten, dass allosterische AKT-Inhibitoren eine starkere Zytotoxizitat vermitteln als
ATP-kompetitive Inhibitoren [226].

Auch auf die kontraktile Funktion der Zellen scheint Miransertib Einfluss zu haben. Anders
als bei noch stérker zytotoxischen Substanzen MK-2206 und Sorafenib, schien das verringerte
Zelliiberleben bei Miransertib noch zu keinem Verlust der Schlagfunktion zu fiihren (Abb. 18).
So war bei mittlerer Konzentration ein signifikanter Abfall der Schlagrate zu beobachten und
bei hoher Konzentration eine Verringerung der Amplitude. Bei mittlerer Konzentration waren
zusétzlich Arrhythmien messbar, die bei hohen Konzentrationen von Miransertib jedoch nicht
mehr auftraten (Abb. 19). Die von Miransertib verursachten Effekte scheinen daher nicht
konzentrationsabhangig zuzunehmen. Eine mdgliche Ursache dafur ist, dass bei
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unterschiedlichen Konzentrationen unterschiedliche off-Target Effekte den Einfluss auf die
Zellen dominieren. Um welche Zielproteine und Effekte es sich handelt, misste in gesonderten
Studien zur Selektivitat von Miransertib in Kardiomyozyten ermittelt werden.

Die Stimulation der Zellen mit Isoproterenol fiihrte zu keiner Veranderung der zytotoxischen
Wirkung von Miransertib, beeinflusste aber den Effekt auf die kontraktile Funktion der Zellen
(Abb. 22). Nach Stimulation zeigte Miransertib bei mittlerer und hoher Konzentration eine
Reduktion der Schlagrate und Amplitude im Vergleich zur stimulierten Kontrolle. Obwonhl die
Amplitude bei hoher Konzentration nicht signifikant anders war als die Kontrolle, kann
dennoch von einem Einfluss von Miransertib ausgegangen werden, da die geringere Amplitude
der stimulierten Kontrolle vermutlich durch die reziproke Kopplung von Schlagrate und
Amplitude ausgelost wird. Da Miransertib jedoch zu keiner Erhdhung der Schlagrate flhrte, ist
die Reduktion der Amplitude eher ein direkter Einfluss des Wirkstoffes, als ein abgeleiteter
Effekt durch die Messtechnik. Zusétzlich verstarkt die Stimulation die pro-arrhythmische
Wirkung von Miransertib auf die Zellen und sowohl in mittlerer als auch hoher Konzentration
treten nun Arrhythmien auf (Abb. 23). Die Stimulation mit Isoproterenol verschlechterte also
alle Parameter der Schlagfunktion unter Miransertibeinfluss. Da Isoproterenol die
Calciumfreisetzung beeinflusst, kann man vermuten, dass auch Miransertib seine
kardiotoxische Wirkung Uber einen Einfluss auf die Calcium-Homdostase vermittelt. Um das
hinreichend zu klaren, waren allerdings spezifische Untersuchungen des Calcium-Haushaltes
unter Miransertibeinfluss notig.

Obwohl in Phase 1 Studien im Menschen ein cmax von 1,5 uM beobachtet wurde [85], was
noch unterhalb der hier eingesetzten mittleren Konzentration lag, ist Miransertib aufgrund der
zahlreichen kardiotoxischen Effekte in NMCM bei hoheren Konzentrationen mit Vorsicht
einzusetzen. Unerwartet hohe Serumkonzentrationen oder kardiale Risikofaktoren kénnten zu
schweren kardiotoxischen Effekten fiihren und schwere, eventuell irreversible Schaden am

Herzen verursachen.

5.3.6 Stimulation der Herzfunktion mit dem B-AR Agonisten Isoproterenol

Einen groflen Vorteil, den der einfache Aufbau des Impedanzsystems besitzt, ist die
Maglichkeit, den Assay um weitere Stressoren zu erweitern, um bestimmte Situationen, die in
Patienten auftreten kénnen, zu simulieren. So haben wir zum Beispiel durch die Zugabe des

[-adrenerger-Rezeptor Agonisten Isoproterenol eine Stresssituation fir die Zellen simuliert und
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die Wirkung der Inhibitoren auf diese neue Situation beobachtet. Zusatzlich wird Isoproterenol
eingesetzt, um kurzzeitig die Schlagkraft des Herzens zu verbessern [232,233]. Sollte der
Einsatz von Isoproterenol keinen Einfluss oder sogar eine Aufhebung der negativen Effekte
bestimmter Inhibitoren haben, ware ein Einsatz dieses oder ahnlicher Katecholamine zur
Behandlung der auftretenden Nebenwirkungen eventuell eine reale Mdglichkeit.

Isoproterenol aktiviert vor allem den B1-AR und erhoht die Freisetzung von cAMP, erhoht
die PKA Aktivitat und verstarkt den Calcium-Einstrom in die Zellen und erzeugt so eine
starkere diastolische Depolarisation und eine erhohte Schlagfrequenz des Herzens [228,231].

Wir konnten beobachten, dass die Reaktion der unbehandelten Zellen auf den Stimulus
physiologisch passende Auswirkungen hatte. So nahm das Zelliiberleben nach Stimulation
leicht ab und die Schlagfrequenz signifikant zu. Ein unphysiologischer Effekt ist die Abnahme
der Amplitude, die in physiologischen Systemen bei Stress zunimmt. Dies liegt an der
reziproken Kopplung von Schlagfrequenz und gemessener Amplitude in der impedanzbasierten
Messung von kultivierten Zellen (vgl. 5.2.3) (Abb. 21-23).

Die Inhibitoreinwirkung auf die stimulierten Zellen zeigte unabhéngig von der
physiologischen Reaktion der Zellen kaum einen Unterschied zu ihrer Wirkung in
unstimulierten Zellen. Bemerkenswert jedoch ist, dass die Stimulation mit Isoproterenol die
kontraktile Funktion nach Einwirkung von MK-2206 in seiner hdchsten Konzentration
wiederherstellen konnte (Abb. 22), wenn auch nur eingeschrankt. Zuséatzlich ist zu beobachten,
dass die Stimulation die pro-arrhythmische Wirkung von Borussertib vollstandig verhindert hat,
dementgegen die pro-arrhythmische Wirkung von Miransertib verstarkte (Abb. 23). Offenbar
vermitteln Borussertib und Miransertib ihre pro-arrhythmische Wirkung Gber unterschiedliche
Mechanismen, die durch die Stimulation mit Isoproterenol unterschiedlich beeinflusst werden.
Die durch die Aktivierung von B-AR erreichte Erhéhung in cAMP-Leveln und PKA Aktivitat
fiihren subsequent zu einer Regulierung verschiedener lonenkanéle, die sowohl die Kontraktion
als auch die Signalweiterleitung der Zellen beeinflussen. Dies kann zu Arrhythmien fuhren
[228,231]. Additive oder antagonistische Einfliisse der Inhibitoren und der Stimulation kdnnten
die beobachtete Veréanderung in pro-arrhythmischen Effekten von Borussertib und Miransertib
nach Stimulation erkléaren. Welche genauen Einflisse die Inhibitoren tatsachlich auf die
lonenkanéle haben ist nicht abschliellend geklart. Die Einflusse der Stimulation auf die Effekte
der Inhibitoren kdnnen jedoch dabei helfen, die Mechanismen der pro-arrhythmischen Wirkung

genauer zu identifizieren.
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5.3.7 AKT-Inhibitoren verhindern Stimulus-induziertes hypertrophes Zellwachstum im
Herzen

Ein weiterer wichtiger Aspekt der Kardiotoxizitét ist das Potential hypertrophes Wachstum
von Herzzellen auszulésen. Da der PI3BK/AKT Signalweg flr eine Beteiligung an sowohl
physiologischem als auch pathologischem hypertrophem Wachstum bekannt ist [159], liegt die
Vermutung nahe, dass ein Eingriff in diesen komplexen Signalweg negative Folgen haben
konnte. Um das Zellwachstum zu analysieren, wurden neonatale Mauskardiomyozyten unter
dem Mikroskop auf ihre ZellgroRe nach Inhibitoreinwirkung untersucht. Zuséatzlich wurden
zwei hypertrophe Stimuli verwendet, Phenylephrin (PE) und IGF, um den Einfluss der
Inhibitoren auf diese Stimuli zu untersuchen.

Da keiner der Inhibitoren zu einer Veranderung in der ZellgroRe der Kardiomyozyten
gefiihrt hat, kann man davon ausgehen, dass eine Inhibierung von AKT durch diese Inhibitoren
die KardiomyozytengroRe nicht beeinflusst (Abb. 20 A). Eine Zugabe des oui-Rezeptor
Agonisten Phenylephrin bewirkte in gesunden Zellen ein hypertrophes Zellwachstum um fast
35 %. Die Verwendung des RTK Agonisten IGF fiihrte zu einer Zellgréfienverdnderung um
25 %. Die Inhibierung von AKT durch alle verwendeten Inhibitoren verhindert diese Effekte
vollstandig (Abb. 20 B & C).

RTKs sind einer der Hauptinitiatoren der PI3K/AKT Kaskade und eine Inhibierung dieses
Signalweges schrankt die Signalweiterleitung der durch IGF Stimulierten RTK stark ein. Der
durch Phenylephrin aktivierte aii-Rezeptor vermittelt seine Aktivitat tber die Goq Subklasse
der G-Proteine, welche durch Phospholipase C (PLC) Aktivierung PIPs Level erhoht und so
ebenfalls Einfluss auf die PISBK/AKT Kaskade nimmt [155,156,234,235]. Da allerdings beide
dieser Rezeptorklassen auch maRgeblich die Raf/MEK/ERK Kaskade ansprechen, welche eine
wichtige Rolle in der Vermittlung von Hypertrophie spielt [107,236], ist es unwahrscheinlich,
dass eine Inhibierung von AKT eine pathologische Hypertrophie in vivo vollstandig verhindern
kann. Gao et al. (2017), zeigte in einem Mausmodell zur Untersuchung von kardialer
Hypertrophie, dass die Inhibierung des PI3K/AKT Signalwegs eine signifikante aber nicht
vollstdandige Reduktion pathologischer Hypertrophie nach Aortenkonstriktion bewirkt, was

auch unsere in vitro Ergebnisse unterstiitzen wiirde [237].
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5.4 Charakterisierung neuer ERK-Inhibitoren

Ein weiterer wichtiger Signalweg, der in Krebserkrankungen haufig mutiert oder
hochreguliert ist, ist die RaffMEK/ERK Kaskade [225]. Es gibt bereits eine Reihe an
chemotherapeutischen Inhibitoren, die verschiedene Kinasen innerhalb dieses Signalwegs
hemmen. Wahrend Raf- und MEK-Inhibitoren schon seit langerer Zeit entwickelt und
eingesetzt werden, gibt es bisher keine ERK-Inhibitoren, die eine Zulassung in der Klinik
erreicht haben. Eine Reihe an ERK-Inhibitoren befinden sich zurzeit in préklinischen Studien
und werden auf ihre  Effektivitit in  der  Tumorbek&mpfung  untersucht
[137,143,145,147,151,154]. Einige dieser Substanzen haben wir ausgewahlt, um sie mit dem
Impedanzassay auf ihre kardiotoxischen Effekte zu untersuchen und ihre mdglichen Einflusse
auf das Herz zu charakterisieren.

Da die Raf/MEK/ERK eine ubiquitar vorkommende Signalkaskade ist, die insbesondere im
Herzen sowohl protektive als auch pathologische Effekte auslésen kann [162,238], ist die
Inhibierung einer der mafgeblichen Kinasen dieser Kaskade ein schwieriges Unterfangen.
Obwohl auch MEK-Inhibitoren bereits in der Klinik zugelassen sind, zeigen sich auch dort
immer wieder kardiotoxische Nebenwirkungen, wie wir bereits an Trametinib und Selumetinib
haben zeigen kdnnen. Um die neuen ERK-Inhibitoren auf ihre Kardiotoxizitat zu untersuchen,
haben wir verschiedene Konzentrationen, abgeleitet aus der zellfreien Kinasehemmung der
jeweiligen Stoffe, auf ihren Einfluss auf verschiedene kardiale Eigenschaften untersucht. Die
Inhibitoren, die in dieser Arbeit untersucht wurden, waren der Dimerisierungs-Inhibitor
DEL-22379 [137]; die dual-spezifischen ATP-kompetitiven Inhibitoren Sch772984 und
MK-8353 [147,152]; sowie die ATP-kompetitiven Inhibitoren Ravoxertinib, Ulixertinib und
Ly-3214996 [143,145,153].

Die hier charakterisierten ERK-Inhibitoren zeigten unabhangig von ihren Wirkmechanismen
eine konzentrationsabhéngige Zellsch&digung, die schon bei mittleren Konzentrationen zu
signifikanten Schéaden fuihren konnte (Abb. 24). Da diese Zytotoxizitat in allen ERK-Inhibitoren
auftrat, die neben ERKZ1/2 sehr unterschiedliche off-Target Zielproteine haben
[143,145,147,152,154], ist naheliegend, dass es sich hier um einen on-Target Effekt der ERK-
Inhibierung handelt. Obwohl es auch einzelne Inhibitoren gab, die dariiber hinaus weitere
Nebenwirkungen verursachten, scheinen die wichtigsten Faktoren beim Einsatz von ERK-
Inhibitoren die strukturelle Zellschadigung zu sein, die stark abh&ngt von der eingesetzten Dosis
und der daraus resultierenden Serumkonzentration. Allerdings zeigten bisherige klinische
Studien, dass die maximale Serumkonzentration der ERK-Inhibitoren mit 5-10 pM eher in
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hoheren Bereichen liegt [117,119,152]. Ob eine Reduktion der Dosis zum kardialen Schutz
signifikante EinbuBen in der Wirksamkeit der Wirkstoffe gegen Tumore bedingt, bleibt noch
zu untersuchen.

Der Dimerisierungs-Inhibitor DEL-22379 vermittelte bei hohen Konzentrationen zusétzlich
zur strukturellen Zellschadigung in allen Bereichen schwere kardiotoxische Einflisse. Da wir
jedoch nur einen solchen Inhibitor vermessen konnten, ist nicht klar, ob dies ein Effekt der
Dimerisierungs-Hemmung oder ein spezifischer Effekt dieses Wirkstoffes ist. Die
Charakterisierung und der Vergleich mit anderen Dimerisierungs-Inhibitoren, wie zum Beispiel
dem Dimerisierungs-Inhibitor EDI von Tomasovic et al. [142], konnte hier mehr Informationen
liefern.

Unter den vermessenen ATP-kompetitiven ERK-Inhibitoren hatte nur MK-8353 Uber die
strukturelle Zellschadigung hinaus Einfliisse auf die kontraktile Funktion der Zellen. Ein

allgemeiner Einfluss durch die ATP-Konkurrenz ist daher eher auszuschlief3en.

5.4.1 DEL-22379

Nach der Phosphorylierung durch MEK1/2 am TEY-Motiv ist ERK1/2 in der Lage
Zielproteine im Zytosol oder im Zellkern zu phosphorylieren. ERK1/2 kann im
phosphorylierten Zustand sowohl als Monomer oder als auch als Dimer agieren. DEL-22379
ist ein potenter Dimerisierungs-Inhibitor von ERK1/2 und befindet sich zurzeit in préklinischen
Studien. Die Notwendigkeit einer Dimerisierung zur Bindung bestimmter Zielproteine oder zur
Lokalisation im Zytosol bzw. im Nukleus ist nach wie vor umstritten. Wéhrend andere Studien
zur Dimerisierung von ERK1/2 zeigten, dass eine Auto-Phosphorylierung von ERK1/2
Dimeren an der Stelle Thr188 zu einer Translokation in den Zellkern fihrt [106,163] und eine
Dimerisierungs-Inhibierung dies zu verhindern scheint [142], zeigte die Verwendung von
DEL-22379 eine Verringerung in der Phosphorylierung zytosolischer und eine Erhéhung der
Phosphorylierung nuklearer Zielproteine [137].

DEL-22379 verursachte in der Base-Impedanzmessung eine signifikante Zellschadigung bei
hohen  Konzentrationen (10.000x in vitro I1Cso: 10 puM), die die gleiche
konzentrationsabhéngige Ausprédgung zeigte wie die anderen hier untersuchten
ERK-Inhibitoren (Abb. 24). Zusétzlich verursachte es jedoch bei hoher Konzentration eine
starke Verringerung der Schlagrate und eine milde Reduktion der Amplitude (Abb. 25).
DEL-22379 war schlieBlich auch der einzige hier untersuchte ERK-Inhibitor, der
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schwerwiegende Arrhythmien hervorrief, die die Schwere der gemessenen Arrhythmien von
AKT-Inhibitoren und der Referenzsubstanzen noch tberstieg (Abb. 26).

Aufgrund der strukturellen und funktionellen Zellschadigung sowie des hohen
pro-arrhythmischen Potentials, das in DEL-22379 beobachtet werden konnte, ist die sichere
Anwendung in Patienten vorsichtig zu erwdgen. Im vergangenen Jahr (2020) untersuchten
Yang et al. jedoch eine Vielzahl von DEL-22379 Derivaten, die sie auf ihre Effektivitat in
verschiedenen Krebszelllinien untersuchten [138]. Eine Erweiterung dieser Studie um
kardiotoxische Effekte wirde einen wichtigen Parameter hinzufliigen, um eine optimale

Strukturauswahl treffen und weiterentwickeln zu kdnnen.

5.4.2 Sch772984 und MK-8353

Nachdem der ATP-kompetitive dual-spezifische ERK-Inhibitor Sch772984 in in vitro und
Xenograft Versuchen vielversprechende Ergebnisse lieferte [148], wurde MK-8353, ein aus der
Struktur von Sch772984 abgeleiteter Inhibitor, entwickelt [147]. MK-8353 stammt aus einer
Erweiterung der Struktur von Sch772984 um eine Thiomethylpyrrolidin-Gruppe, um die
Bioverfiigbarkeit und Vertraglichkeit zu verbessern [151]. Wahrend Sch772984 bisher nur in
vitro untersucht wurde, fand MK-8353 bereits Anwendung in klinischen Phase 1 Studien [152].
Beide Inhibitoren haben wir hier auf ihre Kardiotoxizitat hin untersucht und beobachteten in
niedriger Konzentration (100x in vitro 1Cso_sch772984: 0,1 pM, 100X in vitro 1Cso_mk-8353: 0,7 UM)
keine Auffalligkeiten, sahen aber bei hohen Konzentrationen (10.000x in vitro 1Cso_sch772984:
10 uM, 10.000x in vitro 1Cso_mk-s3s3: 30 uUM) eine starke konzentrationsabhangige
Zellschadigung, die bei MK-8353 aufgrund der hoheren Konzentration etwas stérker
ausgepragt war als bei Sch772984 (Abb. 24 B). In den Messungen zur Amplitude und zum
Schlagrhythmus der Zellen waren sowohl Sch772984 als auch MK-8353 unauffallig
(Abb. 25 & 26). Lediglich in der Schlagfrequenz verursachte MK-8353 eine signifikante
Reduktion, die bei Sch772984 nicht auftrat. (Abb. 25 D).

MK-8353 wurde als Nachfolger von Sch772984 entwickelt, besitzt aber eine geringere
Inhibierungswirkung von ERKZ1/2 in zellfreien Assays sowie in Kardiomyozyten und
verursacht eine ahnliche kardiale Zellschadigung wie Sch772984. Besonders aufféallig war
jedoch die signifikante Verringerung der Schlagrate, die durch MK-8353, nicht aber durch
Sch772984, verursacht wurde. Obwohl MK-8353 eine strukturelle Weiterentwicklung von
Sch772984 ist, besitzen sie sehr unterschiedliche off-Target Zielproteine [147,152]. Dass die
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durch MK-8353 verursachten Nebenwirkungen daher off-Target Effekte sind, ist
wahrscheinlicher als ein on-Target Effekt.

Da MK-8353 fur bessere Bioverfligbarkeit und Vertraglichkeit im Menschen entwickelt
wurde, kann es eventuell in niedrigeren Konzentrationen eingesetzt werden, als es bei
Sch772984 maglich gewesen ware. Wéhrend Sch772984 noch nicht im Menschen verwendet
wurde, konnte bei MK-8353 ein cmax Wert von 10 uM bei einer Dosis von 400 mg beobachtet
werden [152]. Dies bewegt sich eher in der GroRenordnung der héheren hier vermessenen
Konzentration. Eine Ubertragung der beobachteten kardialen Nebenwirkung auf den Menschen

ist daher mdglich.

5.4.3 Ravoxertinib (GDC-0994), Ulixertinib (BVD-523) und Ly-3214996

Die ERK-Inhibitoren Ravoxertinib, Ulixertinib und Ly-3214996 inhibieren ERK
ATP-kompetitiv. Alle drei Inhibitoren verursachten eine Zellschadigung, die der eingesetzten
Konzentration entsprach. Ravoxertinib und Ly-3214996 verursachten bei hoher Konzentration
(10.000x in vitro 1Cso: 30 uM) signifikante Zellschadigung, wéhrend Ulixertinib in seiner
hohen Konzentration (10.000x in vitro 1Cso: 3 uM) nur ein Zehntel so konzentriert ist wie die
anderen Inhibitoren und auch keine signifikante Veranderung in der Base-Impedanz verursacht
(Abb. 24). Allerdings ist schon bei 3 uM eine tendenzielle Schadigung der Zellen durch
Ulixertinib zu beobachten. Es st zu vermuten, dass auch Ulixertinib eine
konzentrationsabhangige Zellschadigung verursacht und in hoheren Konzentrationen ebenso
zytotoxisch ist, wie die anderen hier vermessenen ERK-Inhibitoren. Eine klinische Phase 1
Studie zur Dosisevaluierung zeigte in der empfohlenen Dosis von 600 mg eine
Serumkonzentration von 6,3 pM [119]. Diese Konzentration ist mehr als doppelt so hoch wie
die von uns eingesetzte und eine signifikante Zellsch&digung durch Ulixertinib im Patienten ist
daher nicht unwahrscheinlich. Ravoxertinib hingegen erreichte eine maximale
Serumkonzentration von 10 puM bei einer Dosis von 800 mg und immerhin noch 5 UM bei der
empfohlenen Dosis von 400 mg [117], was niedriger als die hier verwendete Konzentration ist,
aber dennoch kardiotoxische Effekte vermuten l&sst. Klinische Phase 1 Studien mit
Ly-3214996 laufen aktuell und sollen spater im Jahr (2021) abgeschlossen werden.
Entsprechende pharmakokinetische Daten sind daher noch nicht veréffentlicht.

Wahrend diese ATP-kompetitiven Inhibitoren also konzentrationsabhangig vermutlich die
gleichen Schéden an der strukturellen Zellgesundheit verursachen, schienen sie auf die
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kontraktile Funktion der Zellen keinen Einfluss zu haben. Sowohl die Amplitude, Schlagrate
als auch der Schlagrhythmus sind unbeeinflusst durch die Inhibitoreinwirkung (Abb. 25 & 26).
Da die Inhibitoren augenscheinlich die gleichen konzentrationsabhangigen kardiotoxischen
Effekte vermitteln, hangt ihre Verwendbarkeit im Menschen hauptsachlich von der eingesetzten

Dosis und der daraus resultierenden Serumkonzentration ab.

5.5 Zusammenfassung und Ausblick

Das Impedanzassay erwies sich als sehr gute VVorhersagemethode fiir die Zytotoxizitat von
Wirkstoffen und zeigten bei den von uns verwendeten Referenzsubstanzen eine
Ubereinstimmung mit den Erwartungen aufgrund Klinischer Daten. Der Einfluss der
Substanzen auf die kontraktile Funktion der Zellen war weniger sensibel, konnte aber in
hoheren Konzentrationen ebenfalls evaluiert werden. Die Daten zur pro-arrhythmischen
Wirkung der Substanzen war ebenfalls verléasslich, bendtigt aber fur die Zukunft eine bessere
Art der Quantifizierung, um eine schnelle und intuitive Evaluierung der Wirkstoffe zuzulassen.

Nachdem das Impedanzassay sich anhand der Referenzsubstanzen als gutes
Vorhersageinstrument fir klinische Nebenwirkungen herausstellte, wendeten wir es auf
verschiedene in der Entwicklung befindliche AKT- und ERK-Inhibitoren an, die bisher nicht
spezifisch auf ihre Kardiotoxizitat untersucht wurden. Sowohl bei den AKT- als auch den
ERK-Inhibitoren zeigten sich verschiedene Einfliisse der Substanzen auf die Kardiomyozyten,
die eine Einschatzung der kardiotoxischen Wirkung ermdglichten und vielversprechende
Wirkstoffe wie Ipatasertib und Ravoxertinib von toxischen Stoffen wie Miransertib und
DEL-22379 abgrenzten. Anhand der gewonnenen Daten der verschiedenen Inhibitoren, lassen
sich nicht nur einzelne Inhibitoren charakterisieren, sondern auch Erkenntnisse Uber
Substanzklassen erlangen. Da die auftretenden Nebenwirkungen immer von der verwendeten
Konzentration abhangig sind, hingt eine Ubertragung auf den Menschen stark von der
eingesetzten Dosis und der resultierenden Serumkonzentration ab. Die praklinische
Charakterisierung ermoglicht jedoch wahrend der klinischen Studien die kritischen Faktoren
der untersuchten Substanzen gezielt im Auge zu behalten und so die Sicherheit der Patienten
zu gewahrleisten sowie die relevanten Informationen wahrend der Studie aufzuzeichnen.

Noch immer besteht die Moglichkeit und Notwendigkeit, das Impedanzassay zu erweitern
und zu optimieren, um die Situation im Menschen noch genauer darzustellen. Die Verwendung

von hiPS-CM konnte das Assay den menschlichen Bedingungen weiter annahern. Eine
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Erweiterung der Messung durch Pacing der Zellen, Charakterisierung der Elektrophysiologie
oder die zusatzliche Verwendung von membranbasierten Kultivierungsplatten wirde die
Genauigkeit der Substanzcharakterisierung weiter optimieren.

Ein derart optimiertes Assay wirde sich fur die standardisierte Charakterisierung von neuen
Wirkstoffe eignen und konnte fur die Zukunft einen Standard in der Vermeidung von
Kardiotoxizitaten setzen, der bisher nicht existiert. So konnen kardiotoxische Substanzen schon
praklinisch oder nach klinischen Phase 1 Studien identifiziert und optimiert werden und akute

und chronische Herzschadigung in Patienten vorhersehbarer werden.
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