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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Herz
Das Herz ist ein muskulares Hohlorgan, welches fur die Aufrechterhaltung des

Blutflusses sowohl im Lungen- als auch im Korperkreislauf verantwortlich ist. Durch
ein Septum teilt sich das Herz in eine linke, den Korperkreislauf, und in eine rechte,
den Lungenkreislauf versorgende Halfte. Die Klappenebene trennt die beiden
Vorhofe (Atriae) von den beiden Kammern (Ventrikel). Zur Aufrechterhaltung des flr
den Lungen- und Koperkreislauf benotigten Blutdrucks ist die koordinierte
Kontraktion des Herzens erforderlich. Diese wird unter physiologischen Bedingungen
von zu Schrittmacherzellen differenzierten Kardiomyozyten des Sinusknotens
Ubernommen. Uber den vendésen Zustrom aus den beiden groRen Hohl- und den
Pulmonalvenen fullt das Blut aus beiden Kreislaufen die Atriae (Diastole). Von dort
gelangt es durch die Vorhofkontraktion tber die Trikuspidal- bzw. Mitralklappe in den
rechten bzw. linken Ventrikel und fullt diesen mit Blut (Systole). Die Weiterleitung der
Errequng Uber den atrioventrikularen Knoten sowie das His-Purkinje-System ins
Arbeitsmyokard bedingt die sich an die Diastole anschlieRende Kontraktion des
Kammermyokards. In der Austreibungsphase wird das Blut zum einen fur die
Oxygenierung Uber die Pulmonalklappe in den Lungenkreislauf beférdert, zum

anderen gelangt es Uber die Aortenklappe in den Koérperkreislauf.

1.2 Kardiale Erkrankungen

1.2.1 Herzinsuffizienz
Die Weltgesundheitsorganisation definiert die Herzinsuffizienz als eine verminderte

korperliche Belastbarkeit aufgrund ventrikularer Funktionsstérungen. Der Insuffizienz
des Herzens liegt dabei entweder eine diastolische oder eine systolische Dysfunktion
zugrunde. Sie kann akut beispielweise in Folge eines Myokardinfarktes oder
chronisch bei der koronaren Herzkrankheit, der Hypertonie oder einem
Klappenvitium auftreten. Die Stadien der Herzinsuffizienz werden von der New York
Heart Association (NYHA) eingeteilt, wobei Stadium | einer Beschwerdefreiheit unter
normaler korperlicher Belastung und Stadium IV Beschwerden in Ruhe bedeutet.
Neuroendokrine Kompensationsmechanismen sind dafur verantwortlich, dass die

funktionale Kapazitat des Herzens noch uber Jahre stabil bleiben kann. Fruher oder




Einleitung

spater kommt es jedoch zur Dekompensation bzw. zur symptomatischen
Herzinsuffizienz, welche von einer gesteigerten Aktivierung der neuroendokrinen
Kompensationsmechanismen begleitet wird. Hierdurch kommt es zu einem
linksventrikularen Remodeling, welches unter anderem eine myozytare
Volumenzunahme (Hypertrophie), den Verlust an Myozyten und eine Veranderung
der kontraktilen Eigenschaften der Myozyten beinhaltet.

1.2.2 Koronare Herzerkrankung
Die koronare Herzerkrankung (KHK) ist in der entwickelten Welt fir mehr Todesfalle

und Folgeerkrankungen verantwortlich als jede andere Krankheit. Meist bedingt
durch atherosklerotische Veranderungen der epikardialen Koronararterien kommt es
zu einem Ungleichgewicht von Sauerstoffangebot und -bedarf, bedingt durch einen
verminderten Blutfluss. Die KHK manifestiert sich als stabiles Brustengegeflnhl
(Angina pectoris), als akutes Koronarsyndrom oder als plotzlicher Herztod. Die
stabile Angina pectoris ist Folge einer voribergehenden Myokardischamie, die
reproduzierbar unter korperlicher Anstrengung oder emotionalem Stress auftreten
kann. Die Beschwerden sind nicht progredient und bilden sich in Ruhe oder unter
Gabe von Nitraten innerhalb kurzer Zeit zurick. Zum akuten Koronarsyndrom zahlen
die instabile Angina pectoris (Erstmanifestation hoher Intensitat, Auftreten in Ruhe
und zunehmende Starke der Beschwerden), der Nicht-ST-Strecken-Elevations-
Myokardinfarkt (NSTEMI, instabile Angina pectoris mit Anstieg von kardialen Markern
eines Zellschadens) und der ST-Strecken-Elevations-Myokardinfarkt (STEMI, wie
NSTEMI mit zusatzlicher ST-Streckenelevation). Haufigste Ursache eines
Herzinfarktes ist der Koronararterienverschluss durch Thrombusbildung nach
atherosklerotischer Plaqueruptur. Seltener ist der Ausléser ein mit dem Blutstrom
eingeschwemmter Thrombus (Koronarembolien) oder ein Koronararterienspasmus.
Die Myokardischamie fuhrt zum Zelluntergang (Nekrose), der das Risiko fur

Herzrhythmusstorungen oder die Entwicklung einer Herzinsuffizienz steigert.
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1.2.3 Arterielle Hypertonie
Die European Society of Hypertension (ESH) definiert einen Hypertonus durch

Blutdruckwerte Uber 140 mmHg systolisch bzw. 90 mmHg diastolisch. In 90% liegt
ein essentieller Hypertonus vor, dessen Ursache unklar ist. 10% der Falle sind durch
eine andere Grunderkrankung (z.B. Nierenarterienstenose) bedingt und werden als
sekundare Hypertonie bezeichnet. Sie ist die Folge eines erhéhten Herzzeitvolumens
und/oder eines erhohten peripheren Widerstandes in den Gefalden. Die haufigste
Todesursache der Patienten mit arterieller Hypertonie stellt die hypertensive

Herzkrankheit dar.

1.2.4 Long-QT-syndrome
Beim long-QT-syndrome (LQTS) kommt es zur Verlangerung der frequenz-

korrigierten QT-Zeit (QTc) in der Elektrokardiographie (EKG). Ein LQTS liegt bei
einer QTc-Zeit >440 ms vor. Die angeborenen Formen zeigen entweder einen
vermehrten Natrium- oder Kalziumeinstrom oder einen verminderten Kaliumausstrom
aus den Kardiomyozyten. Die verlangerte Dauer der Wiederherstellung des
Ruhemembranpotentials (Repolarisation) erhoht das Risiko fur Kammerflimmern vom
Spitzenumkehrtyp (Torsades de pointes, Tdp) durch frihe Nachdepolarisation. In
99% der Falle sind hierfir die Mutationen der Allele LQT1, LQT2 und LQT3
verantwortlich. Ein erworbenes LQTS ist meistens medikamentenassoziiert (Dietel et
al. 2009).

1.3 Kardiales Tissue Engineering
Als Tissue Engineering wird die kunstliche Herstellung von gewebeahnlichen

dreidimensionalen Strukturen bezeichnet. Ein wichtiges langfristiges Ziel dieser
Forschungsrichtung ist die Herstellung von Ersatzgeweben zur Behandlung von
degenerativen Erkrankungen. Dieses kdnnte bei Herzerkrankungen eine grof3e Rolle
spielen, da sie zu den héaufigsten Todesursachen in Deutschland zdhlen' und
Kardiomyozyten als post-mitotische Zellen keine Regenerationsfahigkeit aufweisen.
Die Herstellung der dreidimensionalen Herzgewebe aus isolierten Zellen lasst sich

grob in drei unterschiedliche Verfahren einteilen:
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(i) Bei scaffolds handelt es sich um Geruststrukturen aus unterschiedlichsten
Materialien, die zellularisiert werden (Carrier et al. 1999).

(i) Hydrogele sind zunachst flissige Matrices, die nach Zugabe der Zellen in
einen gelférmigen Zustand uUbergehen und den Zellen somit als Gerust
dienen. Zu nennen sind hier vor allem Materialien wie Kollagen |, Matrigel
(Eschenhagen et al. 1997; Zimmermann et al. 2002), Fibrin, Fibronectin
und deren Derivate (Huang et al. 2007; Bian et al. 2009; Shapira-
Schweitzer et al. 2009).

(i)  Bildung dreidimensionaler =~ Gewebe durch Stapelung mehrerer
Zellmonolayer (Shimizu et al. 2002).

Neben dem Einsatz zur Reparation von degenerativen Erkrankungen kdnnten
dreidimensionalen Gewebe als in vitro Screening-Plattform fur praklinische
Medikamentenuntersuchung dienen. Mittels solcher praklinischer Modelle konnte
eine Optimierung der klinischen Sicherheit und somit eine Minimierung
unerwunschter Arzneimittelwirkungen erreicht werden. Die Aussagefahigkeit eines
solchen Systems ist zum einen von dem standardisierten und automatisierten
Versuchsaufbau, zum anderen vom Ursprung der fur das Testverfahren verwendeten
Zellen abhangig. Mit Hilfe des von Hansen et al. (2010) entwickelten video-optischen
Messsystems und einer Hydrogelmethode auf Fibrinbasis (siehe 2.2.2.4 und 2.2.3)
ist es maoglich, eine hohe Stlckzahl der Fibrin-basierten-mini-EHTs (FBMEs) unter
sterilen Bedingungen Uber einen langeren Zeitraum zu beobachten und automatisiert
auszuwerten. FBMEs lassen sich aus unterschiedlichen Zellpopulationen herstellen,
zum Beispiel aus neonatalen Maus- und Rattenkardiomyozyten, Kardiomyozyten aus
humanen embryonalen (hES-Zellen) oder induzierten pluripotenten Stammzellen
(hIPS-Zellen). Hier ist es fur die Untersuchung von proarrhythmischer Toxizitat von
grolRer Bedeutung, humane Kardiomyozyten zu verwenden, da die Ursache hierfur
haufig eine Hemmung von repolarisierenden Kaliumkanalen ist und es hier grolRe
Unterschiede zwischen den Spezies gibt (Nerbonne & Kass 2005). Fur die
Beurteilung anderer Kardiotoxizitaten z.B. durch Antrazykline (z.B. Doxorubicin) oder
Anthracendione (z.B. Mitoxantron) konnten auch FBMEs aus anderen Spezies eine

grélkere Rolle spielen.
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1.4 Tyrosinkinase-Inhibitoren

1.4.1 Grundlagen der Tyrosinkinase-Inhibitoren
Unter den insgesamt 518 Kinasen des humanen Kinoms befinden sich 90

Tyrosinkinasen (Karaman et al. 2008). Im Zuge des wissenschaftlichen Fortschritts
der letzten Jahre wurde die Bedeutung dieser Kinasen flir die maligne
Transformation von Tumorzellen beschrieben (Krause & Van Etten 2005) und nicht-
Rezeptor-Tyrosinkinasen (insgesamt 58 Kinasen, z.B.: Rat sarcoma, Ras; Abelson
murine leukemia viral oncogene homolog 1, ABL1) oder Rezeptor-Tyrosinkinasen
(insgesamt 32 Kinasen, z.B.: vascular endothelial growth factor receptor, VEGFR,;
epidermal growth factor receptor, EGFR; Krause & Van Etten 2005) als
Protoonkogene identifiziert. Hieraus entwickelte sich das pharmakologische Konzept
der anti-Tumortherapie durch Inhibition dieser Tyrosinkinasen. Unterschieden
werden humane monoklonale Antikorper gegen den Rezeptor der Tyrosinkinase und
klein-molekulare-Inhibitoren der Tyrosinkinasen (Krause & Van Etten 2005). Der
erste und gleichzeitig erfolgreichste TKI ist Imatinib (Glivec®), welcher 2001 zur
Behandlung der chronisch myeloischen Leukamie (CML) zugelassen wurde. Imatinib
hemmt kompetitiv das Genprodukt des Philadelphia-Chromosoms. Insbesondere fur
die CML bewirkt es eine substanzielle Verbesserung der Prognose von einer letalen
Krankheit hin zu einer chronischen, behandelbaren Erkrankung. Mittlerweile hat sich
dieser Ansatz der Krebstherapie zu einem 3&ulerst vielversprechendem
weiterentwickelt, sodass 20% des Gesamtetats der Medikamentenentwicklung in
diesem Bereich investiert wird (Cheng & Force 2010). 2008 befanden sich ca. 600
Tyrosinkinase-Inhibitoren (TKIls) in der Entwicklung und die bereits zugelassenen
TKls erzielten Umsatze in Hohe von 4 Mrd. Dollar im Zeitraum von 2005 bis 2006
(Norman 2007). 2011 waren 14 TKls von der US Food and Drug Administration
(FDA) und 13 von der European Medicines Agency (EMA) zugelassen? (Cheng &
Force 2010). In Tabelle 1 sind neun klein-molekulare TKls dargestellt, die im

Rahmen dieser Arbeit untersucht wurden.
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TKI Zulassung Ciiver: On-targets Indikation
Imatinib S 5,9 uM ABL 1/2, c-Kit, CML, GIST, B-
(Gleevec®) (Peng et al. 2004) PDGFR-a/f ALL, CMML, CEL

Gefitinib 0,23 uM
(Iressa®) 2003 (Swaisiems ol 2005  ErPB1(EGFR) NSCLC
Erlotinib 3,1 M NSCLC,
(Tarceva®) AV (Prados et al. 2006) Stz (BOFRY) Pankreaskarzinom
. C-Raf, B-Raf, FLT3,
Sorafenib 2005 o AM o VEGFR1-3,cKit, | Rﬁ’kC' .
(Nexavar ™) (Moore et al. ) PDGFR-a/B eberzellkarzinom
Dasatinib 0,11 uM ABL1/2, c-Kit,
(Sprycel®) 2006 (Demetri et al. 2009) PDGFR-G/B, SFK Gl
. VEGFR 1-3, c-Kit,
Ssurt"t'“téé’ 2006 fo4uM  PDGFR-a/p, RET, RCC, GIST
(Sutent™) ' CSF1R, FLT3
Lapatinib 2007 1,5 uM ErbB1 (EGFR), Brustkrebs
(Tykerb®) (Burris et al. 2009) ErbB2 (HER2) (HER2")
Vandetanib 2,16 M ErbB1 (EGFR),
(Zactima®) 2011 (FDA)  pcgoeretal2009)  VEGFR 2, RET L
- 27,5 uM
Lestaurtinib Phase Il (Marshall et al, 2005) JAK2, FLT3, RET

Tab. 1: Ubersicht der untersuchten TKls

Die Tabelle gibt einen Uberblick Uber Zulassungsjahr, Indikation, Zielstrukturen der
Tumortherapie (targets) sowie die maximale Plasmakonzentration im Menschen.

Legende: ABL1/2 (abelson murine leukemia viral oncogene homolog 1/2), AMPK (5' AMP-
activated protein kinase), B-ALL (B-cell acute lymphoblastic leukaemia), B-Raf (B-rapidly
growing fibrosarcoma), c-Kit (Stammzellfaktor-Rezeptor), C-Raf (C-rapidly growing
fibrosarcoma), CEL (chronic eosinophilic leukaemia) CML (chronic myeloid leukaemia),
CMML (chronic myelomonocytic leukaemia), CSF1R (colony-stimulating factor 1 receptor),
EGFR (epidermal growth factor receptor), ErbB2 (human epidermal growth factor receptor 2,
HER2), ErbB4 (human epidermal growth factor receptor 4), FLT3 (FMS-related tyrosine
kinase 3), GIST (gastrointestinal stromal tumour), JAK2 (Januskinase 2), MTC (medullary
thyroid cancer), mTOR (mammalian target of rapamycin), NSCLC (non-small-cell lung
cancer), PDGFR (platelet-derived growth factor receptor)), RCC (renal cell carcinoma),
VEGFR (vascular endothelial growth factor receptor; aus: Force & Kolaja (2011)).

Die TKils entfalten ihr Wirkung durch Inhibition der Adenosintriphosphat (ATP)-
Bindungstasche (Cheng & Force 2010). Prinzipiell konnen drei Mechanismen der

Inhibition unterschieden werden:
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(i) Typ | bindet nur an die aktive Konformation der hochkonservierten ATP-
Bindungstasche und ist deshalb relativ unselektiv.

(ii) Typ Il bindet an die hochkonservierte ATP-Bindungstasche in der inaktiven
Konformation.

(i)  Typ I stellt einen allosterischen Modulator dar, der fern der ATP-
Bindungstasche bindet und deshalb am selektivsten ist (Chen et al. 2008).

Durch die geringe Selektivitat der Typ I-Inhibitoren werden zusatzliche Kinasen
inhibiert (off-target Effekte), die nicht fir die anti-Tumor-Wirkung, aber fur
unerwunschte Arzneimittelwirkungen (UAWSs) von groRRer Bedeutung seien konnten.
Einen Uberblick tUber off-target Effekte der meisten TKls, die im Rahmen dieser
Arbeit untersucht wurden, bietet Karaman et al. (2008). Fir die zukunftige
Wirkstoffentwicklung wird es wichtig sein, zwischen on- bzw. off-targets zu
differenzieren. Bei der pharmakokinetischen Charakterisierung der TKis fallen die
hohe Proteinbindung sowie das grof3e Verteilungsvolumen der lipophilen Substanzen
auf. Einen Uberblick bietet Tabelle 2.

TKI | Vvd(L) | Proteinbindung (%) | ti
Imatinib 295 ~95 18 h
Gefitinib 1400 ~91 48 h
Erlotinib 232 ~93 36 h

Sorafenib 108 ~99,5 25-48 h
Dasatinib 2505 ~96 3-5h
Sunitinib 2230 ~95 40-60 h
Lapatinib >2200 >99 24 h
Vandetanib 7450 ~90 10-12d
Lestaurtinib Unbekannt Hoch 6,8-9,2 h

Tab. 2: Pharmakokinetik der TKls

Dargestellt ist das Verteilungsvolumen (Vd, volume of distribution) in Litern (L), die
Proteinbindung in Prozent (%) und die Halbwertszeit (t1,) in Stunden (h) bzw. Tagen (d). Fur
Lestaurtinib liegen bislang keine genaueren Daten vor (Van Erp et al. 2009; Levis et al. 2011;
Mardjuadi et al. 2012).

TKls sind in der Regel besser vertraglich als konventionelle Chemotherapeutika
(z.B. Anthrazykline, interkalierende Substanzen, Mitosehemmer, Antimetabolite).
Allerdings wurden in der Dauertherapie diverse UAWs beschrieben, von denen die

Kardiotoxizitat einen besonderen Stellenwert einnimmt. Zu den kardialen UAWSs der
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TKls zahlen linksventrikulare Dysfunktionen, Leitungsabnormalitaten, QT-Zeit-
Veranderungen, das akute Koronarsyndrom, arterielle Thrombosen und Hypertonie
(Chen et al. 2008). Aufgrund der unterschiedlichen Auspragungen der kardialen
Nebenwirkungen der einzelnen TKIs wird klar, dass es sich hierbei wahrscheinlich
nicht um einen Klasseneffekt handelt, sondern um ein Kinase-spezifischen
Mechanismus (Force et al. 2007). Die Erkenntnis Uber die Funktion der
Signalkaskaden in Kardiomyozyten ist in den letzten Jahrzehnten deutlich
vorangeschritten und umfasst viele zellbiologische Aspekte. Einen Uberblick ber

diese Prozesse bietet Abbildung 1.
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Abb. 1: Ubersicht wichtiger kardialer Singnaltransduktionswege

Vereinfacht dargestellt sind wichtige postulierte Signaltransduktionswege in Kardiomyozyten.
Die Effekte (rechte Seite) sowie deren unterschiedliche Stimuli (linke Seite) sind ebenfalls
aufgefuhrt.

Legende: AMP/ATP (Adenosinmono-/triphosphat), AMPK (5" AMP-activated protein kinase),
CaMKIl (Ca**/calmodulin-dependent protein kinase 1), CaMKKB (Ca*‘/CaM-dependent
protein kinase kinase ), ERK1/2 (extracellular-signal regulated kinase 1/2), FAK (focal
adheasion kinase), GSK3 (Glykogen Synthase Kinase 3), JNK (c-Jun N-terminale Kinase),
LKB1 (Serin Threonin Kinase 11), mTOR (mammalian target of rapamycin), NFAT (nuclear
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factor of activated T-cells), p90RSK (p90 ribosomale S6 Kinase), PDK1 (pyruvat
dehydrogenase kinase 1) PI3K y (Phosphoinositid-3-Kinase y), PKA (Proteinkinase A),
PTEN (phosphatase and tensin homolog), S6K (S6 Kinase), STAT1, 3 und 5a (signal
transducers and activators of transcription 1, 3 and 5a) aus: Kuramochi et al. (2006);
Shahbazian et al. (2006); Barry et al. (2007); Anjum & Blenis (2008); Cuello et al. (2011);
Force & Kolaja (2011).

Der Mechanismus, wie die Hemmung von Tyrosinkinasen zur Schadigung von
Kardiomyozyten fuhrt, ist nicht klar. Die Bedeutung der in Abbildung 1 genannten
Signalwege fur die Kardiomyozytenfunktion legt die Vermutung nahe, dass es zu
einer Veranderung dieser Signalwege kommt (Eschenhagen et al. 2011). Zusatzlich
wird eine Modulation von Autophagie als Mechanismus der Kardiotoxizitat diskutiert.
Die Autophagie stellt einen Recyclingmechanismus der Zelle dar, Uber den
beschadigte Proteine und Organellen abgebaut werden und der Zelle wieder als
Substrate zur Verfugung stehen. Dieser Prozess ist von grol3er Bedeutung bei allen
Zelltypen mit hohem Energieverbrauch und in diesem Punkt haben postmitotische
Kardiomyozyten und proliferierende maligne Zellen grofte Ahnlichkeit. Zusatzlich sind
einige TKls als Modulatoren der Autophagie beschrieben (Cheong et al. 2012). Man
unterscheidet Chaperon-mediierte Autophagie (CMA), Mikroautophagie und
Makroautophagie (Dutta et al. 2012). Bei der CMA werden die markierten Proteine
vom Hitzeschockprotein 70 (HSP 70) erkannt und ein direkter Transport in die
Lysosomen vermittelt (Kaushik & Cuervo 2012). Ebenso selektiv werden bei der
Mikroautophagie fehlgefaltete ubiquinierte Proteine erkannt, die kleine I6sliche
Aggregate bilden, die direkt lysosomal abgebaut werden. Die Makroautophagie ist
ein unspezifischer Mechanismus, der z.B. durch Nahrstoffmangel, bakterielle oder
virale Infektionen, Hypoxie, Energiemangel, ER-Stress und Medikamente induziert
werden kann (Abb. 2; Mizushima et al. 2010). Dieser Prozess wird eingeleitet durch
die mTOR-abhangige Bildung von Phagophoren. Die mTOR-Aktivitat wiederum wird
beeinflusst von Nahrstoffzufuhr und Energiebilanz. Die Weiterentwicklung der
Phagophoren erfordert die Umwandlung der Vorstufe des Microtubule-associated
protein 1 light chain 3 (LC3) Uber LC3-I (18 kDa) zu LC3-Il (16kDa). Dieser Prozess
kann anhand des unterschiedlichen Laufverhaltens im Westernblot flr die Analyse
der Autophagie genutzt werden. Im weiteren Verlauf der Autophagie kommt es zur
Fusion mit Lysosomen (Autophagolysosomen) und zur Degradation, wobei LC3
abgebaut wird. Diese Prozesse konnen unter anderem durch Bafilomycin A1,

Chloroquin (CQ) und Pepstatin A inhibiert werden.
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Abb. 2: Darstellung der Makroautophagie von der Nukleation bis zum
Autolysosom

Wachstumsfaktoren und Veranderungen der Energie-Homdostase regulieren mTor-abhangig
die Autophagie. Dabei spielt der ULK/Atg13/FIP200-Komplex (ULK, mammalian Atg1
homologues UNC-51-like kinase;Atg1, Autophagy-related protein 13; FIP200, focal adhesion
kinase family interacting protein of 200 kD) sowie der Vps34/p150/Becn1/Atg14L-Komplex
(Vps34/p150, Klasse Il PI3K/p150-Untereinheit; Becn1, Beclin-1), der wiederum durch
3-Methyladenin (3-MA) inhibiert werden kann, eine entscheidene Rolle. Schlisselenzyme
der Autophagie sind in Grun, Inhibitoren in Rot, fir den Westernblot relevante Proteine in
Blau dargestellt; LC3 mit Arginin am C-Terminus (LC3R), Phosphatidylethanolamine
(PE),aus Cheong et al. (2012).

Ein moglicher Mechanismus fur eine indirekte Kardiotoxizitat von TKils ist die
Hemmung der Angiogenese durch Hemmung von VEGF- und PDGF-Rezeptoren. In
diesem Fall werden die Kardiomyozyten nicht direkt geschadigt. In Mausmodellen
konnte gezeigt werden, dass die Fahigkeit zur Angiogenese wichtig ist flr die
kardiale Homoostase bei Druckbelastung (Izumiya et al. 2006; Sano et al. 2007) und
Ischamie (May et al. 2008) und dass vice versa eine Hemmung des VEGFR eine
Hypertonie hervorrufen kann. Diese Druckbelastung des Herzens kann zur Abnahme
der myokardialen Gefalddichte sowie der globalen Kontraktionsfunktion, zur Fibrose

und schlieBlich zu Dekompensation des Herzens fuhren (Shiojima et al., 2005;
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lzumiya et al., 2006). Es konnte gezeigt werden, dass eine basale Konzentration von
VEGEF fur das Bestehen von intakten Gefallen essentiell ist (Carmeliet 2005) und
dass neben VEGF auch noch andere Signalmolekule, unter anderem PDGF-[3, von
Bedeutung sind (Chen et al. 2008). Ein PDGFR-B-Knock-out fuhrt in Mausen bei
experimenteller Verengung der thorakalen Aorta (transverse aorta constriction; TAC)
zu einer Herzinsuffizienz (Chintalgattu et al. 2010). Des Weiteren beeinflusst er
negativ die GefaBummantelung mit Perizyten, welches defekte Verbindungen
zwischen Endothelzellen, eine Endothelhyperplasie, mikrovaskulare Leckagen, eine
Gefaldilatation und einen verminderten Blutfluss zur Folge hat (Hellstrom et al.
2001; Bjarnegard et al. 2004).

Angiogenetische
Fakioren

HIF1a

Perizyten
Proliferation

ERK1/2 4

Proliferation, Zelliberleben
und Vasodilatation

By g
Angiogenetische
Faktoren ]

Abb. 3: Angiogenese und kardiale Homoéostase

Gezeigt ist die Bedeutung des vaskularen endothelialen Wachstumsfaktors bzw. Rezeptors
(VEGF bzw. VEGFR) im Zuge der Anpassung an Hypoxie und Ischamie. Die Hypertrophie
bzw. die daraus resultierende Ischamie flihren in den Kardiomyozyten durch den
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eukaryotischen Initiationsfaktor 4E1 (elF4E1) zur Ausschittung des Hypoxie-induzierenden
Faktors (hypoxia-inducible factors 1-a; HIF1-a), der seinerseits die Freisetzung von VEGF
und anderen flur die Angiogenese wichtigen Faktoren bedingt (Sano et al. 2007). VEGF
bindet lokal an VEGF-Rezeptoren von Endothelzellen, wodurch es zur Aktivierung mehrerer
Signalkaskaden kommt, die letztendlich zu einer Vasodilatation sowie erhéhtem Uberleben
und Proliferation in Endothelzellen fihrt. Die weitere Freisetzung von proangiogenetischen
Faktoren stellt im Zustand der kompensierten Hypertrophie die ausreichende Versorgung der
Kardiomyozyten sicher (Shiojima et al. 2005; Izumiya et al. 2006). Der platelet-derived
growth factor B (PDGF-) ist ebenfalls wichtig fir die Angiogenese, da es durch dessen
Bindung an den PDGF-Rezeptor auf Perizyten abermals zu einer Freisetzung von VEGF
kommt. Diese Sekretion ist wichtig, um die Perizyten an die Endothelzellen, der nach der
Sprossung noch unreifen Gefalde, zu dirigieren (Hellstrom et al. 2001). Dadurch werden die
Perizyten in die Gefallwand integriert (Rhodin & Fujita 1989; Hirschi et al. 1998) und diese
somit stabilisiert (Raza et al. 2010).

Legende: ERK1/2 (extracellular-signal regulated kinase 1/2), FAK (focal adheasion kinase),
mTOR (mammalian target of rapamycin), PI3K y (Phosphoinositid-3-Kinase y), aus: Chen et
al. (2008) und http://www.cellsignal.com/pathways/angiogenesis.jsp (Zugriff: Mai 2011) °.

1.4.2 Ein Exkurs zu den untersuchten TKils

1.4.2.1 Imatinib

Imatinib (Glivec®) ist ein seit der Erstzulassung durch die FDA (2001) breit
eingesetzter TKI, dessen Wirksamkeit gegen die CML, B-ALL, CEL, CMML und far
gastrointestinale Stromatumoren (GIST) in klinischen Studien belegt ist (O’'Brien et al.
2003). Der antineoplastische Effekt von Imatinib wird hauptsachlich auf die
kompetitive Inhibition des BCR (breakpoint cluster region)-ABL-Fusionsproduktes
zuruckgefuhrt bzw. durch die Inhibition von c-Kit vermittelt. Zu den am haufigsten
auftretenden kardialen UAWs der Therapie mit Imatinib zahlen Herzinsuffizienz mit
1,7% (Atallah et al. 2007) und Perikardergiisse 2-6%°. In selteneren Fallen kam es
zu Hypertonie oder Tachykardie (0,1-1%)°. Bei den vorliegenden Daten der Studie
von Atallah et al. (2007) mit einem Patientenkollektiv von 1276 Personen mussen
mehrere Aspekte berlcksichtigt werden, um die Daten im richtigen Kontext zu
erfassen. 82% der Patienten, die an einer Herzinsuffizienz erkrankten, wiesen
kardiale Risikofaktoren auf, und das mediane Alter der Erkrankten betrug 70 Jahre,
sodass die Anzahl der wahrscheinlich auf Imatinib zurickzufihrenden Erkrankten auf
0,6% einzustufen ist. Trotzdem erhartet sich der Verdacht, dass Imatinib eventuell zu
einer Verminderung der linksventrikularen Pumpfunktion fuhrt (Kerkela et al. 2006).
Anhand von elektronenmikroskopisch untersuchten humanen Herzbiopsien und
Untersuchungen eines Mausmodells liegen Ultrastrukturveranderungen der

Mitochondrien als Ursache nahe (Kerkela et al. 2006).
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Moglicherweise ist die Inhibition des Signaltransduktionsweges der ABL-Kinase fur
die kardiotoxischen Effekte von Imatinib verantwortlich (Force et al. 2007). Die
Inhibition der ABL-Kinase durch Imatinib fuhrt durch einen noch unbekannten
Mechanismus zur Akkumulation von UbermafRig vielen ungefalteten oder nur
teilweise gefalteten Proteinen im endoplasmatischem Retikulum (ER). Dies wird als
ER-Stress bezeichnet, der die Aktivierung der doublestranded RNA-activated protein
kinase-like ER kinase (PERK), der Proteinkinase Co6 (PKC¢6) und der
Serin/Threonin-Proteinkinase/Endoribonuklease (IRE1; Force et al. 2007) zur Folge
hat. Dies fuhrt Uber mehrere Signalkaskaden zur Freisetzung von Cytochrom C mit
konsekutivem Zelluntergang. Es konnte gezeigt werden, dass eine Reduktion des
ER-Stresses durch den Wirkstoff Salubrinal, der die Dephosphorylierung des
kardioprotektiven eukaryotischen Initiationsfaktors 2a (elF2a) verringert, die Imatinib-
induzierte Kardiotoxizitat herabsetzt (Kerkela et al. 2006). Der durch PERK
phosphorylierte elF2a flihrt zu einem generellen Translationsstop, jedoch mit
paralleler Hochregulation der Translation von spezifischen messenger-
Ribonukleinsduren (MRNAs), die sich als zytoprotektiv erwiesen (Boyce et al. 2005),
was zu einer Reduktion des ER-Stresses flhrt. Bei langer andauerndem ER-Stress
kommt es zur Aktivierung der JNK durch die IRE1-Kinase (Ron 2002; Zhang &
Kaufman 2004) und der PKC6. An Mauseherzen und isolierten Kardiomyozyten
konnte gezeigt werden, dass die PKC o nicht ursachlich fur den Zelluntergang war,
wohingegen eine Blockierung der durch die JNK aktivierten Signalkaskade zu einer
deutlichen Reduktion der Kardiotoxizitat von Imatinib fihrte (Kerkela et al. 2006). Der
Gentransfer einer Imatinib resistenten C-ABL-Kinase vermittelte in Kardiomyozyten
eine Resistenz gegenuber Imatinib (Fernandez et al. 2007). Dies lasst vermuten,
dass Imatinib-induzierte Kardiotoxizitat mit grolRer Wahrscheinlichkeit durch die
Hemmung der ABL-Kinase hervorgerufen wird. C-Kit ist eine weitere Kinase, die
durch Imatinib gehemmt wird. Sie ist fur die Neuformation der Intima bei
infarktbedingter GefalRverletzung mitverantwortlich (Wang et al. 2006).

1.4.2.2 Dasatinib
Dasatinib (Sprycel®) ist ein seit 2001 zugelassener TKI zur Behandlung der CML bei

Resistenz oder Intoleranz gegen Imatinib (Brave et al. 2008; Kantarjian et al. 2010).

Der antineoplastische Effekt von Dasatinib wird hauptsachlich auf die Inhibition des
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BCR-ABL-Fusionsproduktes, der Discoidin domain receptor family 1 kinase (DDR1-
Kinase; Rikova et al. 2007), der SRC-Familie (SFK; Haura et al. 2010) und c-Kit
zuruckgefuhrt. Es handelt sich um einen bis zu 325fach potenteren Inhibitor der ABL-
Kinase (Lombardo et al. 2004), der gegenuber allen Imatinib-resistenten Mutationen
im BCR-ABL-Gen mit Ausnahme der Mutation T3151 wirksam ist (Xu et al. 2009).
Dies mag, neben den vielen off-target-Effekten von Dasatinib, ein Grund fir die
héhere Rate an kardialen Nebenwirkungen sein. In einer 425 Patienten umfassenden
Studie kam es bei 20 Patienten zur Auspragung von Herzinsuffizienz bzw.
ventrikularen Funktionsstorungen. Von diesen waren 12 kardiovaskular bereits
vorbelastet. Insgesamt stieg die durchschnittliche nach Fridericia adaptierte QT-Zeit
(QTcF) um 3-6 ms, wobei 2,9% der Patienten eine Verlangerung von >60 ms
erfuhren und 0,7% eine absolute QTcF >500 ms aufwiesen. Wie bei Imatinib kam es
auch hier in 1% der Falle zu einem Perikarderguss (Brave et al. 2008). Ventrikulare
Tachykardien, Kardiomegalie, Angina pectoris sowie Perikarditis traten in bis zu 1%

und ein akutes Koronarsyndrom in <0,1% der Félle auf .

Wie bei Imatinib ist die Inhibition des Signaltransduktionsweges der ABL-Kinase
eventuell fur die kardiotoxische Wirkung von Dasatinib mitverantwortlich. Neben den
bei Imatinib bereits erwahnten potentiell kardiotoxischen Signaltransduktionswegen
inhibiert Dasatinib zusatzlich den der SRC-Kinase. Sie ist eine Zielstruktur der
Tumortherapie und wichtig fur die Funktionalitat des kardialen Synzytiums. Die SRC-
Kinase ist wahrscheinlich fur die Aktivierung von STAT3 und STATS verantwortlich.
Dies wirkt antiapoptotisch Uber die Hochregulation von Bcl-XL und Bcl-2. Die Aktivitat
von SRC moduliert sowohl den PI3K-Signalweg als auch den von c-Kit und ist
zusammen mit FAK wichtig fur die tumorassoziierte Angiogenese (Homsi et al.
2007). An isolierten Rattenkardiomyozyten konnte gezeigt werden, dass der SRC-
FAK Signaltransduktionsweg, aktiviert durch Neuregulin 18 (NRG1B) Uber den
ErbB2-Rezeptor, fur den Erhalt sowie die Wiederherstellung der mechanischen
Kopplung zwischen Kardiomyozyten durch Ausbildung von Lamellopodien wichtig ist.
Eine Inhibition dieser Signalkaskade konnte zur Ausbildung einer linksventrikularen
Funktionsstorung beitragen. Eine herzspezifische Inaktivierung von FAK resultierte in
einem Herzfehler mit einer abnormalen myofibrillaren Anordnung, was die Bedeutung

von FAK fur den Erhalt der Sarkomerstruktur hervorhebt (Kuramochi et al. 2006).
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1.4.2.3 Lapatinib
Lapatinib  (Tykerb®) ist ein seit 2007 zugelassenes Medikament. Als

Kombinationspraparat mit einem Aromatasehemmer oder Capecitabin konnte seine
Wirksamkeit bei gleichzeitig geringer Kardiotoxizitdt gegen HER2-positive
Mammakarzinome bestatigt werden (Geyer et al. 2006; Perez et al. 2008;
Schwartzberg et al. 2010). Bei Lapatinib handelt es sich um einen Inhibitor des EGF-
und ErbB2-Rezeptors. Fur reine EGFR-Inhibitoren (Erlotinib und Gefitinib) sind keine
kardialen Nebenwirkungen bekannt (Chen et al. 2008). Daraus resultiert, dass
kardiotoxische UAWSs unter Lapatinib am ehesten auf die Inhibiton von ErbB2
zurlckzufuhren sind. Als schwerste kardiale Nebenwirkung von Lapatinib ist die
Verringerung der linksventrikularen Ejektionsfraktion (LVEF) zu nennen. Diese trat in
1,6% (0,7% ohne Lapatinib) der Falle auf, wobei die LVEF in 0,2% symptomatisch
war. Bei einem Groldteil der Falle normalisierte sich die Ejektionsfraktion wieder. Der
Verdacht, dass die UAWSs insbesondere bei den Patienten auftreten, die zuvor
Anthrazykline oder Trastuzumab erhielten, bestatigte sich nicht (Perez et al. 2008).
Andere Studien zeigten bei Patienten eine Verminderung der LVEF von 2,5% bzw.
3,1%, die Lapatinib in Kombination mit Capecitabin bzw. Letrozol erhalten hatten, im
Vergleich zu 1,0% bei Capecitabin bzw. 1,3% bei Letrozol allein (Geyer et al. 2006;
Schwartzberg et al. 2010). Zurzeit sind keine weiteren, durch kontrollierte und
randomisierte Studien belegbaren, kardialen UAWSs von Lapatinib bekannt. Ein
eventueller Anstieg des QTc-Intervalls wird diskutiert. Insgesamt ist Lapatinib bisher
eher als gering kardiotoxisches Medikament einzustufen (Di Leo et al. 2008),

allerdings fehlen fur eine exakte Aussage noch entsprechende Studien.

Wie bereits zuvor erwahnt, ist die Kardiotoxizitat wahrscheinlich auf eine Inhibition
am ErbB2-Rezeptor zuruckzufuhren. Er ist an Kardiomyozyten lokalisiert, seine
Deletion im Mausmodell war neonatal letal und seine Inhibition fihrte im adulten Tier
zur Ventrikeldilatation und verminderten Anpassungsfahigkeit an Druckbelastung
(Crone et al. 2002; Ozcelik et al. 2002).. Der ErbB2-Rezeptor wird durch
Heterodimerisierung mit ErbB3/4, unter anderem initiiert von NRG1, aktiviert. NRG1
wird von Kardiomyozyten und Endothelzellen der endo- und myokardialen
Mikrozirkulation freigesetzt. Es handelt sich um einen kardioprotektiven Liganden,
der antiapoptotische, hypertrophe und mitotische Prozesse reguliert, fur das

Streckungswachstum mit Verstarkung der Zell-Zell-Kontakte und flr eine Reduktion
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der Sensibilitat auf adrenerge Stimuli und Angiogenese verantwortlich ist. Eine
Deletion von ErbB2/4 oder NRG1 fuhrt im Tiermodell zu embryonaler Letalitat oder
abnormaler Trabekulation. In Kardiomyozyten wird durch die zuvor erwahnte
Dimerisierung der Ras-ERK1/2- sowie der PI3K-Akt-Signaltransduktionsweg aktiviert.
Der PI3K-Akt-Signalweg wird nur von ErbB3/4-Rezeptoren reguliert, die die
entsprechende Bindungsstelle fur die p85-Untereinheit von PI3K besitzen. Da ErbB3
nicht in adulten Kardiomyozyten exprimiert wird, gilt das besondere Interesse ErbB4.
Lapatinib inhibiert selektiv intrazellular den ErbB2-Rezeptor, verhindert jedoch nicht
die Dimerisierung und blockiert somit auch nicht die Wirkung von NRG1 am ErbB4-
Rezeptor. Da in Tumorzellen insbesondere der Komplex aus ErbB2/3-PI3K fur das
Tumorwachstum relevant ist (De Keulenaer et al. 2010), kdnnte dies die geringe
Kardiotoxizitat erklaren. Spector et al. (2007) konnten zusatzlich zeigen, dass
Lapatinib zu einer kardioprotektiven AMPK-Aktivierung (siehe 1.4.2.5) fuhrt. Diese
Entdeckung sowie die selektive Blockierung von ErbB2 konnten zu einer Erklarung
des deutlich hoéheren kardiotoxischen Potenzials von Trastuzumab, einem
monoklonalen Antikérper (mAb) gegen den ErbB2-Rezeptor, beitragen. Trastuzumab
verhindert extrazellular die Dimerisierung von ErbB2 mit ErbB3/4, was konsekutiv die
Signalwege Raf-ERK1/2 sowie PI3K-Akt hemmt und damit zur Apoptose fuhrt. Eine
andere Vermutung, dass es bei Trastuzumab aufgrund von antikdrperabhangiger
zellvermittelter Zytotoxizitat zu einer hdheren Kardiotoxizitdt kommt, konnte nicht
bestatigt werden, da Pertuzumab, ebenfalls ein Immunglobulin G1 (IgG1) Antikorper,
kaum kardiotoxisch ist (Gordon et al. 2006). Die unterschiedliche Toxizitat dieser
beiden Medikamente auf das Herz macht wiederum im Umkehrschluss die zuvor

dargelegten Wirkmechanismen von Lapatinib wahrscheinlich.

1.4.2.4 EGFR-Inhibitoren
Gefitinib (Iressa®) sowie Erlotinib (Tacerva®) sind seit 2003 bzw. 2004 als EGFR-

Inhibitoren  zugelassen. |hre  Wirksamkeit gegen das Nicht-kleinzellige
Bronchialkarzinom (non-small-cell lung carcinoma, NSCLC) und Pankreastumore
(nur Erlotinib) in der Mono- bzw. Kombinationstherapie (Erlotinib) konnte in klinischen
Studien belegt werden (Bezjak et al. 2006; Mok et al. 2009; Cappuzzo et al. 2010).
Fir beide Medikamente gibt es derzeit keine Hinweise flr ein kardiotoxisches
Potenzial (Chen et al. 2008).
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1.4.2.5 Multi-TKls
Sorafenib (Nexavar®) ist seit 2005 einer der zwei von der FDA zugelassenen Multi-

TKls. Als Multi-TKI werden solche bezeichnet, die viele Kinasen gleichzeitig
inhibieren.  Sorafenib ist klinisch wirksam gegen Nieren- (RCC) und
Leberzellkarzinome (Kane et al. 2006; Kane et al. 2009). Es hemmt bis zu 15
unterschiedliche Kinasen (Ghoreschi et al. 2009), von denen VEGFR 1-3, PDGFR-j3,
c-Kit, FLT3, C-RAF und B-RAF fur die on-target Effekte der Krebstherapie
verantwortlich gemacht werden. Als lebensbedrohliche kardiologische UAWSs ist die
Ischamie bzw. der Herzinfarkt mit 2,9% (0,4% in der Kontrollgruppe) zu nennen.
Patienten, die Sorafenib einnehmen, wiesen ein ca. 3fach hoheres Risiko auf, eine
arterielle Thrombembolie zu entwickeln (Choueiri et al. 2010). Weitere UAWSs sind
Hypertonie mit 17% (2% in der Kontrollgruppe; Kane et al. 2006) und
Herzinsuffizienz mit 1,7% (0,7% in der Kontrollgruppe)®. Eine weitere Studie, die 53
Patienten umfasste, konnte eine QTcF-Verlangerung um 9 ms aufzeigen, allerdings
gab es bei keinem Patienten eine QTcF Zeit >500 ms (Tolcher et al. 2011).

Bezuglich des Mechanismus der Kardiotoxizitat von Sorafenib muissen zwei
unterschiedliche Ansatze betrachtet werden. Zum einen wird eine kardiotoxische
Wirkung durch Inhibition von VEGFR und PDGFR diskutiert. Unterschieden wird
hierbei der direkte Einfluss Uber den auf Kardiomyozyten exprimierten VEGFR 1 und
die indirekte Wirkung durch Inhibition von VEGFR und PDGFR am Gefallsystem.
Diese Mechanismen tragen vermutlich zu einer Hypertonie, einer verminderten
Angiogenese und eingeschranktem kardialen Remodeling unter Druckbelastung bei
(Chen et al. 2008; Zentilin et al. 2010). Die PDGFR-a/f sind wichtig fur die
Herzentwicklung (Van den Akker et al. 2008) und die Steigerung der kardialen
Funktion nach einem Infarkt (Hsieh et al. 2006). Studien im Mausmodell zeigten,
dass die PDGFR-Expression in Kardiomyozyten ansteigt, sofern diese eine
Druckbelastung erfahren. PDGFR-Knock-out-Mause wiesen nach experimenteller
Verengung der thorakalen Aorta eine Herzinsuffizienz auf. Der Einsatz eines VEGF-
Blockers flhrte zu einer reversiblen Rarifizierung der kleinen Gefalte am Herzen und
zu segmentalen Abnormalitaten der myokardialen Kontraktion (Walsh & Shiojima
2007; May et al. 2008). Der VEGFR 1 scheint am Herzen eine gesonderte Rolle zu
spielen. Er ist in den Glanzstreifen lokalisiert (Zentilin et al. 2010) und wahrscheinlich

zusammen mit VEGFR 2 fur eine verbesserte Kontraktilitdt und das Remodeling

17



Einleitung

nach Myokardinfarkt verantwortlich (Ferrarini et al. 2006). In isolierten
Rattenkardiomyozyten konnte gezeigt werden, dass es unter konstanter Stimulation
mit VEGF-A/B zu einer physiologischen Hypertrophie kommt. Parallel war unter
VEGF-B, der nur an VEGFR 1 bindet, keine Zunahme der Angiogenese zu
beobachten (Karpanen et al. 2008). Am Tiermodell konnte bei alleiniger Stimulation
mit VEGF-B innerhalb von 48 h eine Verminderung der Apoptoserate von
Kardiomyozyten beobachtet werden. In Anbetracht der VEGF-B-Wirkung auf die
Angiogenese konnte dies eher auf einen direkten kardioprotektiven Effekt von
VEGFR 1 auf das Herz zurickzufuhren sein (Zentilin et al. 2010).

Der zweite Ansatz, der fur die Kardiotoxizitat von Sorafenib am Herzen verantwortlich
sein konnte, befasst sich hauptsachlich mit den durch C-RAF (Abb. 1) vermittelten
Signalkaskaden. Postuliert durch Force et al. (2007) fuhrt Sorafenib, hervorgerufen
durch eine Inhibition von C-RAF, zur Aktivierung der apoptotischen Signalkaskaden
der mammalian Ste20-like Kinase 2 (MST2), der apoptosis signal-regulating Kinase 1
(ASK1) und durch eine Inhibition der flr das Zelliberleben wichtigen RAS-ERK1/2-
Signalkaskade zur Apoptose und wirkt damit kardiotoxisch. Hasinoff & Patel (2010)
konnten jedoch an Kardiomyozyten zeigen, dass es durch Sorafenib nicht zu einer
vermehrten Dephosphorylierung von ERK1/2 kommt, sondern sogar das Gegenteil
der Fall ist. Dies deutet auf eine intakte Aktivierung von ERK1/2 hin. Eine mdgliche
Ursache der ERK1/2 Aktivierung konnte der durch Sorafenib verursachte
Zellschaden sein, eine Weitere ware die Erhohung des oxidativen Stresses durch
Sorafenib (Hasinoff & Patel 2010).

Im Zusammenhang mit diesen Signalkaskaden ist die Betrachtung der Ultrastruktur
der Mitochondrien besonders interessant. Da sich hierfur die parallele Darstellung
beider Multi-TKIs anbietet, soll an dieser Stelle bezuglich Sunitinib vorgegriffen
werden. Im Tiermodell konnte bei einer 28-tagigen Sunitinib- bzw. Sorafenibgabe bei
6 von 8 bzw. 1 von 7 Ratten eine deutliche Verminderung der Cristae und eine
Schwellung der Mitochondrien beobachtet werden. Bei Sunitinib kam es zusatzlich
noch zu Matrix-Kavitationen und einer erhohten Anzahl an elektronendichten
Einschlissen (French et al. 2010). Nach 4 h Inkubation von Kardiomyozyten mit

Sunitinib (10 yuM) war im Gegensatz zu Sorafenib (10 uM) ein deutlicher Anstieg der
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Caspase 3 und 7 festzustellen (Hasinoff et al. 2008). Dies lasst den Schluss zu, dass
der Zellschaden durch Sorafenib zumindest nicht bei diesen Konzentrationen und
Inkubationszeiten durch Apoptose hervorgerufen wird (Hasinoff & Patel 2010). Im
Mausmodell konnte unter Sunitinib keine erhéhte Apoptoserate ohne Druckbelastung
nachgewiesen werden (Chu, Rupnick, Kerkela et al. 2007; Kerkela et al. 2009).
Allerdings waren die Kardiomyozyten vergroRert, was bei konstanter Herzmasse auf
einen Zelluntergang hindeutet (Kerkela et al. 2009). Beide TKils flhren innerhalb von
48 h Inkubationszeit bei Rattenkardiomyozyten zur Senkung der ATP-
Konzentrationen auf 80% der Kontrollen (French et al. 2010). Will et al. (2008)
konnten an isolierten Kardiomyozyten zeigen, dass Sorafenib im Vergleich zu
Sunitinib bei deutlich niedrigeren Konzentrationen ein direkter Inhibitor von Komplex
II, Il und V der Atmungskette ist. Keiner der beiden TKIls konnte eine Ca-induzierte
Erhdhung der Permeabilitdt der mitochondrialen Transitionspore bewirken, was in
vivo anhand der Schwellung von Mitochondrien schon gezeigt werden konnte
(French et al. 2010). Kerkela et al. (2009) und French et al. (2010) konnten im
Gegensatz zu Will et al. (2008) eine Erhéhung der Permeabilitat der mitochondrialen
Transitionspore bei isolierten Kardiomozyten unter Sunitinib beobachten.
Zusammengefasst scheinen beide Multi-TKIs zu einer Ultrastrukturveranderung der
Mitochondrien zu fihren, mit starkerer Auspragung bei Sunitinib. Nur Sunitinib
verandert das Membranpotential der Mitochondrien, wohingegen Sorafenib direkt in
die Atmungskette eingreift. Beide fihren zu einer Verminderung der ATP-Reserven.
In isolierten Kardiomyozyten fuhrte nur Sunitinib zu einer erhdhten Apoptoserate.

Sunitinib (Sutent®) ist der andere seit 2006 zugelassene Multi-TKI. Die Wirksamkeit
von Sunitinib gegen GIST (Demetri et al. 2006), metastasierte Nierenzellkarzinome
(mRCC; Motzer et al. 2007) und pankreatische neuroektodermale Tumore (pNET;
Raymond et al. 2010) konnte in mehreren klinischen Studien belegt werden. Sunitinib
hemmt bis zu 50 unterschiedliche Kinasen (Ghoreschi et al. 2009), von denen
VEGFR1-3, PDGFR-a/B, c-Kit, FLT3, RET und CSF1R fur on-target Effekte in der
Krebstherapie verantwortlich gemacht werden. Die teilweise sehr unterschiedlichen
Ergebnisse zu kardialen UAWSs lassen sich am ehesten durch unterschiedliche
kardiale Risikoprofile (bestehende kardiale Risikofaktoren, vorherige Therapie mit

Anthrazyklinen oder anderen TKIs) der Kollektive erklaren. So gehen die Angaben
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uber die Inzidenz einer Hypertonie Grad Ill (=180/>110 mmHg) von 3% (Demetri et
al. 2006) uber 6,8% (Zhu et al. 2009) bis hin zu 9,7% (Di Lorenzo et al. 2009) bei
fehlendem Auftreten in den Kontrollgruppen. Die Veranderungen der LVEF reichen
von keinen signifikanten Unterschieden (Demetri et al. 2006) Uber 2,7% Neuauftreten
einer symptomatischen Herzinsuffizienz (Khakoo et al. 2008) bis hin zu
Herzinsuffizienz in 8% der Falle (Chu, Rupnick, Kerkela et al. 2007). Als weitere fur
das Herz relevante Nebenwirkungen treten arterielle Thrombembolien mit ca. 3fach
héherem Risiko (Choueiri et al. 2010) und eine durchschnittliche Verlangerung des
QTcFs von 9,6 ms auf. Kein Patient wies eine QTcF >500 ms auf (Bello et al. 2009).
Unklar ist, inwieweit die Verminderung der LVEF primar entsteht oder sekundar eine

Folge des Hypertonus oder des Hypothyreoidismus ist.

Neben den bereits bei Sorafenib beschriebenen potentiellen Mechanismen, die fur
die Kardiotoxizitat von Sunitinib verantwortlich seien kdnnten, sind im Speziellen fur
Sunitinib zwei weitere Kinasen relevant. Die AMPK ist ein wichtiges Enzym fur die
Energiehomodostase in Kardiomyozyten (Kerkela et al. 2009). Eine Verschiebung des
AMP/ATP-Verhaltnisses zu AMP bei Energiemangel fuhrt, wie eine Phosphorylierung
durch CaMKK oder LKB1, zur Aktivierung der AMPK. Dadurch werden
energieverbrauchende Prozesse wie die Translation oder die Lipidbiosynthese
gehemmt. Auf diese Weise wird einer Erschopfung der ATP-Reserven
entgegengewirkt. Sunitinib ist ein direkter Inhibitor der AMPK mit ICso Werten von 6,5
bis 37 nM fur die Untereinheit AMPKa1 bzw. 4,8 bis 72 nM fur die AMPKa2. Mittels
eines adenoviralen Gentransfers konnte in Kardiomyozyten eine konstant aktive
Form der AMPK exprimiert werden. Hierunter war die Sterblichkeit der
Kardiomyozyten unter Sunitinibexposition, im Vergleich zu Zellen mit unveranderter
AMPK, signifikant reduziert. Dies lasst den Schluss einer zumindest partiellen
Kardiotoxizitat von Sunitinib, vermittelt Gber die Hemmung der AMPK, zu (Kerkela et
al. 2009). Bioptische Ergebnisse in mit Sunitinib behandelten Mausen konnten eine
Myozyten-Hypertrophie bei gleich bleibender Herzmasse aufzeigen (Kerkela et al.
2009). Im Kontrast dazu konnte Sunitinib ohne zusatzliche Druckbelastung im
Mausmodell keine erhohten Apoptoseparameter aufweisen (Chu, Rupnick, Kerkela
et al. 2007). Ob es sich bei der Inhibition der AMPK um den Hauptmechanismus der
Kardiotoxizitat handelt, bleibt ungeklart (Mellor et al. 2011). Nichtsdestotrotz ist nach
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derzeitigem Kenntnisstand eine kardiotoxische Wirkung durch AMPK-Inhibition
wahrscheinlich, da Sunitinib im Vergleich zu anderen VEGFR-Inhibitoren wie
Sorafenib deutlich haufiger zu einer linksventrikularen Dysfunktion (LVDF) fahrt (Chu,
Rupnick, Kerkela et al. 2007). Ob es sich bei der AMPK um einen off-target Effekt
handelt ist fraglich, da ihre Hemmung in hypoxischen Tumoren eine Rolle spielen
konnte (Kerkela et al. 2009).

Die weiteren, fur on-target Effekte verantwortlichen Kinasen wie RET, FLT3 und
CSF1R werden nicht auf Kardiomyozyten exprimiert. Daher erscheint eine
Beteiligung an der kardiotoxischen Wirkung unwahrscheinlich (Chen et al. 2008).

1.4.2.6 Vandetanib
Vanetanib (Zactima®) ist ein im April 2011 von der FDA zugelassener TKI zur

Therapie des medullaren Schilddriisenkarzinoms (MTC)™. In einer Phase IlI-Studie
wurde die Wirksamkeit bei NSCLC erwiesen, jedoch besteht fur diese Tumorentitat
noch keine Zulassung (Herbst et al. 2010). Zu den Kinasen, die on-target Effekte von
Vandetanib vermitteln, zahlen RET, EGFR, VEGFR 2 und mit einer geringeren
Affinitat zu VEGFR 1 und 3 (Wedge et al. 2002). Zu den kardialen Nebenwirkungen
von Vandetanib gehoren ein Hypertonus Grad 3 in 9% (1% in der Kontrollgruppe) der
Falle. Die mittlere QTcF stieg im Vergleich zur Kontrollgruppe um >35 ms und in 7%
der Falle traten QTcF-Zeiten von >500 ms auf. Eine Herzinsuffizienz war bei 0,9%
und ein akutes Herzversagen bei 0,4% der Patienten zu beobachten?. Unter den
insgesamt ca. 5000 mit Vandetanib behandelten Patienten wurden zwei Falle von
EKG-gesicherten Tdp registriert, die ohne Todesfolge blieben®. Die fiir den
antiproliferativen bzw. kardiotoxischen Effekt von Vandetanib verantwortlichen
Rezeptoren wurden bereits unter 1.4.2.3 und 1.4.2.5 behandelt, weshalb hier nicht
naher darauf eingegangen werden soll.

1.4.2.7 Lestaurtinib
Lestaurtinib (CEP 701) befindet sich zurzeit in Phase Il fir die Behandlung der

akuten myeloischen Leukamie (AML) und das Myeloproliferative Syndrom (MPS).
Die bisherigen Ergebnisse der Behandlung der AML zeigten kein verlangertes
Uberleben (Levis et al. 2011) sowie keine signifikante Wirksamkeit beim MPS
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(Santos et al. 2010). Neben der Inhibition von FLT3 und JAK2 hemmt Lestaurtinib die
Familie der Tropomyosin-Rezeptorkinasen (Trk) in nanomolaren Konzentrationen
(lyer et al. 2010) und koénnte deshalb eine vielversprechende Therapieform bei
Neuroblastomen sein (lyer et al. 2010). In praklinischen Studien ist flr Lestaurtinib
ein Fall von Herzinsuffizienz Grad 3-4 bei einem Kollektiv von 17 Patienten (Smith et
al. 2004), LVDF in 2,39% und Ventrikeldilatation in 1,02% der Falle beschrieben™.
Zu berUcksichtigen ist, dass bisher (Stand: 01/13) keine prospektiven Studien zur

Bestimmung der Kardiotoxizitat durchgefthrt wurden.

Da die FLT3, wie bereits in 1.4.2.5 beschrieben, fur die Toxizitat am Herzen nicht
relevant zu sein scheint, rickt die Inhibition von JAK2 und der Trk-Familie in den
Focus der kardiotoxischen Wirkung von Lestaurtinib. Bei JAK handelt es sich um
Januskinasen, die mit Ausnahme von JAK3 (Xuan et al. 2001) am Herzen exprimiert
werden (Barry et al. 2007). Sie aktivieren STAT-Proteine sowie den PI3K-Akt- und
den RAF-ERK-Signaltransduktionsweg. Durch Zytokine oder oxidativen Stress
aktivierte Januskinasen zeigen keine Spezifitat fir bestimmte STAT-Proteine
(Kohlhuber et al. 1997; Murray 2007). Alle sieben STAT-Proteine werden am Herzen
exprimiert, wobei STAT1, 3 und STAT5a eine Schlusselrolle in der Homdostase des
Herzens vorbehalten ist (Yamaura et al. 2003; Barry et al. 2007). STAT1 hingegen
erhdoht nach einem Ischamie/Reperfusionsschaden (I/R-Schaden) die Apoptoserate
von Kardiomyozyten. Aulderdem hat seine Inhibition eine kardioprotektive Wirkung.
STAT3 scheint in Kardiomyozyten unter anderem Uber die Expression von Bcl-2, Bcl-
XL, die Inhibition von p53 und Caspasen antiapoptotische Effekte zu vermitteln. Im
Mausmodell fiihrte eine Uberexpression von STAT3 im Herzen zu Hypertrophie und
erhohter Sekretion von VEGF mit konsekutiver Angiogenese. Es besteht Grund zur
Annahme, dass STAT3-Effekte denen von STAT1 entgegenwirken, auch wenn beide
durch JAK2 aktiviert werden kdénnen (Barry et al. 2007). STAT5a scheint bei einem
I/R-Schaden ebenfalls kardioprotektiv zu sein, wird allerdings hauptsachlich durch
SRC aktiviert (Yamaura et al. 2003). Zusammengefasst weist die Signaltransduktion
durch JAK-STAT kardioprotektive Effekte auf, die fur die Regeneration nach einem
Infarkt, die Angiogenese und die Hypertrophie wichtig sind und unter anderem durch

JAK?2 vermittelt werden.
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Die Trk-Familie umfasst TrkA/B/C, die in neonatalen Ratten sowohl von
Kardiomyozyten als auch von Endothelzellen exprimiert werden. TrkA/B regulieren
unter anderem die Angiogenese sowie die Neubildung der Intima nach Infarkt,
wohingegen TrkC kaum auf Endothelzellen exprimiert wird. Bei isolierten neonatalen
Rattenkardiomyozyten konnte gezeigt werden, dass diese in die Apoptose
ubergehen, wenn TrkA inhibiert (K252a) wird und eine Stimulation von TrkA zu
einem erhéhtem Uberleben der Zellen filhrt (Caporali & Emanueli 2009). Eine
Stimulation von Rattenkardiomyozyten mittels Neurotrophin 3 (NT-3) flhrte Uber
TrkC zu einer Hypertrophie. Die Effekte der Trk-Familie und JAK2 bieten potenzielle
Ansatze, die zu einem Verstandnis der vermutlichen Kardiotoxizitat bei Lestaurtinib

beitragen kdnnten.

1.5 Zielsetzung
Das ubergeordnete Ziel dieser Arbeit war es zu untersuchen, ob es anhand von

Fibrin-basierten  mini-EHTs  (FBMEs, siehe 2.2.24) aus neonatalen
Rattenkardiomyozyten moglich ist, die Kardiotoxizitat (LVDF) von TKls zu
beschreiben, und ob dieses in vitro Modell dazu beitragen kann, die TKI-vermittelte
Kardiotoxizitat besser zu verstehen. Die Beurteilung der kardiotoxischen Wirkung von
ausgewahlten TKils erfolgte primar mittels eines video-optischen Messverfahrens zur
Bestimmung der Kontraktionsparameter (siehe 2.2.3). Die weitere Analytik erfolgte
auf Proteinebene, mikroskopisch und laborchemisch. Fur die Analyse wurden neun
TKls ausgewahlt, bei sieben von diesen war eine linksventrikulare Dysfunktion

vorbeschrieben, bei zwei Kandidaten nicht.
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2 Material und Methoden

2.1 Material
Alle verwendeten Substanzen wurden mindestens mit dem Reinheitsgrad pro analysi

(p.a.) verwendet. Alle Substanzen, Losungen, Antikorper sowie Gerate sind, wenn

nicht explizit aufgefuihrt, dem Anhang zu entnehmen.

2.2 Methoden

2.2.1 Versuchstierhaltung
Die verwendeten Wistar-Ratten stammten aus eigener Zucht des

Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf (UKE) und wurden bei handelsublichem
Labortierfutter sowie Leitungswasser gehalten. Fur die Versuchsdurchfihrung
wurden neugeborene (postnatal 1.-3. Tag) Tiere verwendet. Die Organentnahmen
wurden durch die Behorde fur Soziales, Gesundheit und Verbraucherschutz der

Freien und Hansestadt Hamburg genehmigt (Org. #238).

2.2.2 Methoden der Zellkultur

2.2.2.1 Organentnahme zur Praparation von neonatalen Rattenherzzellen
Die Tiere (minimal 20, maximal 60) wurden dekapitiert und sternotomiert. Nach

Spreizung der Thoraxwand wurde das Herz mit dem Gefal3stiel komplett enthommen
und umgehend in eine Zellkulturschale mit sterilem, eisgekuhltem kalzium- und
bikarbonatfreiem Hanks-Puffer mit [2-Hydroxyethyl]piperazin-N-[2-ethansulfonsaure]
(CBFHH; in mM: 34,2 NaCl, 5,4 KCI, 0,81 MgSO4 7 H,0O, 0,34 NaH,PO,4 H,0, 5,6
Glucose, 20 [2-Hydroxyethyllpiperazin-N-[2-ethansulfonsaure] (HEPES) pH 7.,4)
uberfuhrt.

2.2.2.2 Enzymatischer Gewebeaufschluss der Herzen
Nach der Entnahme der Herzen erfolgte die Zellpraparation unter sterilen

Bedingungen. Alle fir den Verdau verwendeten LOsungen wurden vor jeder
Praparation frisch angesetzt, steril filtriert oder autoklaviert. Das Praparationsbesteck

(Scheren, Pinzetten) wurde ebenfalls steril verwendet. Die Rattenherzzellen wurden
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mittels eines fraktionierten DNase/Trypsin-Verdaus, modifiziert nach Webster et al.
(1993), isoliert.

Anzahl der Trypsin- DNase-
Herzen Arbeitslosung Arbeitslésung
60 7,7 ml 6,9 ml
40 5,1 ml 4,5 ml
30 3,9 mi 3,5ml
25 3.2ml 2,8 ml

Tab. 3: Trypsin/DNase-Arbeitslosung
Dargestellt sind die angepassten Mengen der Trypsin- bzw. DNase-Arbeitslésung fir die
Kardiomyozytenpraparation, in Abhangigkeit von der Anzahl der Herzen.

Zunachst wurden die entnommenen Herzen in eisgekuhltem CBFHH gewaschen.
Nach Abtrennung der Gefal3stiele sowie der Vorhofe wurden die Herzen erneut
dreimal mit 10 ml CBFHH gewaschen. AnschlieRend wurden die Herzen in ca. 2 ml
CBFHH aufgenommen und mit einer gebogenen, feinen Schere zerkleinert (max.
10 min), bis die Gewebestiicke kleiner als 1 mm?® waren. Mithilfe einer CBFHH-
benetzten, weitlumigen Pipette wurden die Gewebestlcke in ein 50 ml Sammelgefal
uberfuhrt, mit CBFHH erneut gewaschen und anschlieRend der Gewebeaufschluss
begonnen. Fir den Gewebeaufschluss wurde eine angepasste Menge der Trypsin-
Arbeitslosung (0,5 ml Penicillin/Streptomycin  (Pen/Strep), 1,3 ml Trypsin-
Stammlosung, 0,6 ml DNase-Stammlosung, 47,6 ml CBFHH; mit Trypsin-
Stammldsung: 100 mg/ml in CBFHH; Trypsin crude extract, DNase-Stammldsung:
2 mg/ml in phosphatgepufferter Salzlésung (PBS; w/o MgCl, , w/o CaCl,); DNase I,
Typ V, bovine spleen) zu den zerkleinerten Gewebestlicken gegeben und fir 10 min
bei Raumtemperatur auf einem Kippschuttler inkubiert (Tab. 3). Anschlie3iend wurde
nach Sedimentation des Gewebes der Uberstand aus dem Vorverdau verworfen.
Erneut wurde Trypsin-Arbeitsldsung zu dem Gewebe gegeben und inkubiert, bis sich
der Uberstand zu triben begann. Sofort wurde eine angepasste Menge DNase-
Arbeitslosung (0,5 ml Pen/Strep, 0,6 ml DNase-Stammlosung, 1,7 ml fotales
Kalberserum (FKS, aktiv), 47,2 ml CBFHH; Tab. 3) zugegeben und 30x mit einer
weitlumigen 10 ml Pipette trituriert. Nach Sedimentation des Gewebes wurde der
Uberstand in ein daflir vorgesehenes Sammelréhrchen mit einem vorgelegten
Volumen an aktivem FKS (auf Eis) transferiert. Das aktive FKS diente hierbei zur

Inaktivierung des Trypsins. Die Prozedur wurde so oft wiederholt, bis nur noch
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Bindegewebsfasern Ubrig waren, die verworfen wurden. Sobald ein Sammelrohrchen
voll war, wurden die Zellen sofort abzentrifugiert (60 g, 15 min, 4 °C). Anschliel3end
wurde der Uberstand vorsichtig abgenommen und das Zellpellet in 2-3 ml gekihltem
nicht-Kardiomyozyten-Medium (NKM, Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM)
mit 10% FKS (inaktiviert), 1% Pen/Strep, 1% L-Glutaminsaure) resuspendiert. So
wurden die Zellen bis zum Ende der Praparation auf Eis gelagert. Am Ende wurden
alle Zellpellets vereinigt und es erfolgte ein finaler DNase-Verdau (250 pyl DNase-
Stammldsung/30 ml Zellsuspension, 2 min Inkubation) zur Eliminierung der wahrend
der Praparation freigesetzten DNA. Es erfolgte ein erneuter Zentrifugationsschritt.
Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in einem angemessenen Volumen
NKM resuspendiert. Die Zellen wurden durch einen benetzten Zellfilter (100 um)
gegeben, um Debris abzutrennen. Nun wurde die Zellzahl mit Hilfe einer Neubauer-
Zahlkammer wie folgt bestimmt. Die Suspension wurde gut durchmischt und 50 pl in
ein frisches Reaktionsgefald Uberfuhrt. Zusatzlich wurden 450 ul Trypanblau und
500 I NKM zugegeben. Nach erneutem Mischen wurde die Neubauerkammer
befullt. Es wurden immer 8 grol3e Quadrate ausgezahlt, die Werte gemittelt und die

Zellzahl nach folgender Formel berechnet:

yx10°xml™" = xx20x10.000

Dabei stehen die Variablen fur folgende Grofen:
y: berechnete Zellzahl
x: Mittelwert der Zellzahl aus 8 gro3en Quadraten

Die Zellen wurden abschlieRend sofort weiterverwendet.

2.2.2.3 Herstellung von Hiihnerembryonenextrakt
Der Huhnerembryonenextrakt (chick-embryo-extract, CEE) wurde dem verwendeten

Zellkulturmedium zugegeben (2%). Zur Herstellung von CEE wurden 120-240
angebritete VALO-Eier (7.-9. Bruttag, Versuchstierhaltung Universitatsklinikum
Hamburg-Eppendorf) verwendet. Zunachst wurden die Eier mit 70% Ethanol
desinfiziert. Die Schalen wurden am stumpfen Pol vorsichtig mit einer Schere
geoffnet und die Embryonen mit einer gebogenen Pinzette entnommen. Nach

26



Material & Methoden

Dekapitation wurden die Kopfe sowie die Korper in ein bis zwei, mit je 150 ml
eisgekihltem CBFHH (siehe 2.2.2.1) und 4% P/S geflllten, 500 ml Glasflaschen
gesammelt und auf Eis homogenisiert (Polytron® Homogenisator, 6 x 15 s bei Stufe
11). Das Homogenat wurde auf vier konische Reaktionsgefalle (150 ml) aufgeteilt
und anschlielend zentrifugiert (60 g, 15 min, 4°C). Nach Abnahme und Sammeln der
Uberstande wurden die Pellets nochmals mit CBFHH resuspendiert, vereinigt, auf
300 ml aufgeflllt und erneut homogenisiert (6 x 15 s bei Stufe 11, 3 x 5 s bei Stufe
20). Nach erneuter Zentrifugation (60 g, 15 min, 4°C) und Vereinigung aller
Uberstande wurde das Hihnerembryonenextrakt in Aliquots & 14 ml bei -20 °C bis
zur weiteren Verwendung gelagert. Eine Praparation mit 120 angebriteten Eiern
ergab durchschnittlich 360-460 ml Huhnerembryonenextrakt. Die gesamte
Praparation fand unter sterilen Bedingungen statt. Eine Probe des Extrakts wurde zur
mikrobiellen Analyse in das Institut fur Medizinische Mikrobiologie, Virologie und

Hygiene des UKEs gegeben und auf Bakterien sowie Pilze geprift.

2.2.2.4 Herstellung von Fibrin-basierten mini-EHTs (FBMEs) im 24-Well Format
Die Silkonhalterungen mit jeweils vier Paaren sogenannter Silikonposts (Abb. 4A)

und die Teflon-Platzhalter (Abb. 4B) wurden ausgekocht, autoklaviert und bis zum
Gebrauch steril gelagert. Zur Herstellung von FBMEs im 24-Well Format wurden
zunachst Gussformen aus Agarose angefertigt. Hierfur wurden je Well 1,6 ml sterile
2%-ige Agarose in PBS (w/o MgCl,, w/o CaCl,) pipettiert. In die noch flissige
Agarose wurden die Teflon-Platzhalter (MaBe (L x B x H): 12 mm x 3 mm x
13,5 mm; Abb. 4) positioniert. Nach dem Ausharten der Agarose wurden diese
entfernt und stattdessen die Silikonhalterungen (Abb. 4) platziert. Fur die FBMEs im
24-Well Format wurden spezielle industriell hergestellte Silikonhalterungen
verwendet. Die Herstellung des Mastermixes fur FBMEs mit einem Volumen von
jeweils 100 pl erfolgte unmittelbar nach der Zellpraparation. Um die Osmolaritat des
Mastermixes zu gewahrleisten, wurde das Volumen aus Fibrinogen und Thrombin
durch 2fach DMEM ausgeglichen.
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FBME-Mastermix:

Zellen 4,1x10%ml

Fibrinogen 5 mg/ml

Thrombin 3 U/ml

2fach DMEM entsprechend dem kombinierten Volumen aus Fibrinogen und
Thrombin

aufgefllt auf 1 ml mit NKM.

Zusammensetzung 2fach DMEM:

20% 10fach DMEM (mit 1 g/l D-Glucose, 3,7 g/l NaHCO3)
20% Pferdeserum (Horse Serum, HS; inaktiviert)

2% Pen/Strep

4% CEE

in Aqua a.i., steril filtriert

FBME-Herstellung:
In die zuvor mit Platzhaltern (jeweils ein Parchen der Silikonposts in eine

Agarosegussform) besetzten Gussformen aus Agarose wurde der auf Eis gelagerte
Mastermix pipettiert. Dies geschah fur jedes FBME einzeln. Dazu wurde zunachst ein
entsprechender Teil (97 ul) des Mastermixes abgenommen, separat mit Thrombin
(3 pI) vermischt und in die Vertiefungen der Gussform pipettiert. Anschliel3end
wurden die FBMEs bei 37 °C, 7% CO; und 40% O2 im Brutschrank fir ca. 2 h
inkubiert, damit das Fibrin polymerisieren konnte, bevor sie in eine neue, mit FBME-

Medium gefullte Zellkulturschale Uberfuhrt wurden.

FBME-Kulturmedium:
DMEM (Biochrom) mit:
10% HS

2% CEE

1% Penicillin/Streptomycin

10 pg/ml Insulin
33 pg/ml Aprotinin
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Das FBME-Kulturmedium wurde montags, mittwochs und freitags gewechselt und
vor jedem Wechsel frisch angesetzt. Die Tage des Wechsels sowie das FBME-
Medium konnten von den oben genannten Wochentagen zum Zeitpunkt der
eigentlichen Messreihe abweichen. (siehe 2.2.2.5 und 2.2.5). Die FBMEs zeigten
unter diesen Bedingungen nach einigen Tagen erste Kontraktionen. Diese waren
allerdings auf einzelne Bereiche beschrankt und unkoordiniert. Nach etwa 10 Tagen
schlugen sie messbar koharent. FBMEs konnten bis zu 6 Wochen stabil kultiviert
werden. Die Untersuchungen fanden zwei bis drei Wochen nach der Herstellung
statt.

[11 []

71 [

[1]
[Tl
Tl

Abb. 4: Darstellung der Elemente zur Generierung von FBMEs

Zu sehen ist eine Silikonhalterung mit vier FBMEs (A) sowie ein Teflonspacer zur Herstellung
der Agarosegussformen (B; beides um 180° gedreht; Skalierungsbalken in mm). In C ist der
Kulturverlauf schematisch abgebildet. Zunachst wurden die Silikonhalterungen in den
Agarosegussformen platziert, dann der Mastermix fur die FBMEs zugegeben, die nach 2 h
bei 37 °C in eine neue, mit FBME-Medium befiillte Zellkulturschale tberfiihrt wurden. Unter
diesen Bedingungen entwickelten sich innerhalb von 10-14 Tagen koharent schlagende
FBMEs.

2.2.2.5 Messprotokoll
Der Wechsel des FBME-Mediums erfolgte bis zum Erreichen der Plateauphase der

Kontraktionskraft der FBMEs wie in 2.2.2.4 beschrieben. Am Tag der Baseline (BL)-
Messung war das FBME-Medium zuletzt vor zwei Tagen gewechselt worden. Die
FBMEs wurden zwei Stunden vor der eigentlichen Messung erneut in frisches FBME-
Medium uberfuhrt, um eine moglichst hohe Anzahl an auszuwertenden Kontraktionen
zu erhalten. Direkt im Anschluss an die video-optische Messung erfolgte die
Inkubation der FBMEs mit einem der neun zu testenden TKIs mit und ohne

Doxorubicin (10 nM). Um eventuelle Kurzzeiteffekte beobachten zu kénnen, wurde
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eine video-optische Messung 2 h nach Beginn der Inkubation durchgefuhrt. Einen
Uberblick tiber die zeitliche Abfolge der Messzeitpunkte, der Mediumwechsel und der
Probenentnahmen des Zellkulturmediums fur die spatere Bestimmung der
Laktatdehydrogenase (LDH) und der Kreatinkinase (CK) gibt Abbildung 5.

Probenentnahme LDH/CK
(FBME Inkubation jes} ' ! “» EM
T 7T 1 Fo st
| Messzeitpunkte | | BL | \2h)| 48 h| 96 h| ISto
Ly ws

Mediumwechsel

Abb. 5: Darstellung des zeitlichen Ablaufs des Versuchaufbaus

Die Abbildung zeigt den zeitlichen Verlauf von der Baseline-Messung(BL)- bis hin zur letzten
video-optischen Analyse nach 96 Stunden (96 h). Das durch die Probenentnahme
gewonnene Medium diente der klinisch-chemischen Analyse. Im Anschluss an die letzte
video-optische Messung (96 h) wurden die FBMEs entweder fir das
elektronenmikroskopische- (EM), das histologische- (Histo) oder das Westernblot-
Analyseverfahren (WB) weiterverwertet.

Einen Tag vor dem Beginn des Experiments wurden die TKls ihrer Ldslichkeit bzw.
orientierend an der maximal erreichten menschlichen Plasmakonzentration (Cpmax)
entsprechend abgewogen (Analysenwaage Genius), in DMSO gel6st, steril filtriert
und anschlieRend bei -20 °C eingefroren. Je nach Ldslichkeit wurden fir die TKIs
Stockkonzentrationen, das 100fache oder 1000fache der maximalen
Arbeitskonzentrationen, gewahlt. Fur die Messung nach 48 h bzw. 96 h wurde das
FBME-Medium zwei Stunden vor der Messung gewechselt. Direkt im Anschluss

erfolgte abermals die video-optische Messung.

30



Material & Methoden

Die Tabelle 4 zeigt das Pipettierschema der Verdinnungsreihe der TKIs ohne bzw.

mit Zugabe von Doxorubicin (10 nM).

0,1 XCrax TKI 1 XCprax TKI + 10 X Crax TKI + 100 X Cax TKI
CTR+ CTR+DMSO ' =, hyioh s DMSO # DMSO + + DMSO +
Doxorubicin + Doxorubicin - . . -
Doxorubicin Doxorubicin Doxorubicin Doxorubicin
0,1 X Crax TKI 1 X Crax TKI 10 X Ciax TKI 100 x Cphax TKI
CTR+  CTR+DMSO ™, hyioh s + DMSO # + DMSO # + DMSO +
Doxorubicin + Doxorubicin . -~ - -~
Doxorubicin Doxorubicin Doxorubicin Doxorubicin
0,1 x Crax TKI 1 X Cpax TKI 10 x Crnax TKI 100 X Cpax TKI
= Doxorubicin Doxorubicin Doxorubicin Doxorubicin
0,1 x Crax TKI 1 X Cpax TKI 10 x Crnax TKI 100 X Cpax TKI
©lbser G BRSO e + DMSO # + DMSO # + DMSO #
Doxorubicin + Doxorubicin - -~ - -
Doxorubicin Doxorubicin Doxorubicin Doxorubicin

Tab. 4: Pipettierschema einer 24-Well Zellkulturschale in Aufsicht

Dargestellt sind die Verdinnungsreihen der TKIs mit bzw. ohne Zugabe von Doxorubicin (10
nM). Die Konzentrationen der Verdinnungsreihe orientierten sich an der maximal
gemessenen Plasmakonzentrationen (C..x) des TKIs bei der oralen Gabe der zugelassenen
Hochstdosis. Die DMSO Konzentration ist in allen Wells identisch mit Ausnahme der
Kontrolle (CTR).

Es gilt klar zwischen den in Tabelle 4 angegeben Konzentrationsstufen und dem in
klinischen Studien ermitteltem Cpa-Wert zu unterscheiden. Abbildung 6 zeigt, dass
der in dieser Arbeit als Cnax definierte Wert sich grob am klinischen Cpax-Wert
orientiert. Sie gibt Uber das tatsachliche Verhaltnis Aufschluss. So liegt
beispielsweise die flr Sorafenib als Cna-Wert definierte Konzentration ungefahr eine
Zehnerpotenz unterhalb des klinischen Cyax-Wertes. Fur die Beurteilung der Wirkung
der TKIs muss dies Berucksichtigung finden. Der ursprungliche Versuchsaufbau sah
vor, den Effekt der TKls auf FBMEs in vier Konzentrationsstufen zu messen, wobei
die hochste Konzentration dem 100fachen der in klinischen Studien ermittelten
Plasmakonzentrationen (Tab. 1) entsprechen sollte. Der Hintergrund fur die Wahl
dieser sehr hohen Konzentrationen war die Unsicherheit, ob Verminderungen der
Kontraktionskraft im FBME-Modell innerhalb von 96 Stunden zu detektieren sind, da
klinische Veranderungen zum Teil erst nach Monaten oder Jahren auftreten
(Orphanos et al. 2009). Dieses Vorhaben liel3 sich jedoch nicht umsetzen, da die
TKls aufgrund starker Lipophilie in so hohen Konzentrationen nicht in Losung
gebracht werden konnten.

Die gewahlten Konzentrationen und das Verhaltnis zu den Cqa-Werten ist in
Abbildung 6 dargestellt.
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Abb. 6: Unterschied zwischen klinischem C,,a.x-Wert und C,,.x-Wert der

Verdunnungsreihe der TKis

Dargestellt ist das Verhaltnis des klinisch ermittelten C,.x-Wertes (Abszisse) unter oral
zugelassener Hochstdosis, zu dem aufgrund der hohen Lipophilie erreichten C.,-Werten der
Verdinnungsreihe der TKils (Pfeile).

2.2.3 Video-optische Methoden zur Bestimmung der Kraftentwicklung in
FBMEs
Um Kontraktionskraftmessung unter standardisieten und automatisierten

Bedingungen durchzufiihren, wurde ein im Institut entwickeltes Messsystem
verwendet. Dieses Messsystem bestand aus einer zellkulturahnlichen Einheit, in der
Temperatur, Humiditdt sowie die Gaszusammensetzung kontrolliert wurde. Der
Deckel dieser Einheit bestand aus einer Glasplatte, Uber der eine Basler-Kamera
(Typ A 602f-2) montiert war. Mit Hilfe eines kundenspezifischen Computerprogramms
konnten die Kamerakoordinaten fur jedes FBME definiert und gespeichert werden,
um die FBME-Kontraktilitat video-optisch zu monitoren. Zur Optimierung der

Bildqualitat wurde das aktuell aufgenommene FBME von unten durch eine Diode
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beleuchtet. Die Beleuchtung wurde mit den Aufnahmen synchronisiert, um ein
Erwarmen des Zellkulturmediums durch dauerhafte Lichteinwirkung zu vermeiden
(Abb. 7).

Abb. 7: Schematischer Aufbau der Messapparatur

Gezeigt ist eine Zellkulturschale in der Aufsicht mit sechs Silikonhalterungen, an denen sich
jeweils vier FBMEs befinden (A). Die Messapparatur ist schematisch in B dargestellt. Zu
sehen ist die am x-y-z-System befindliche Kamera Uber der Zellkultureinheit. Das
grundsatzliche Prinzip der Synchronisation von Beleuchtung und Aufnahme ist ebenfalls
dargestellt.

Die video-optischen Analysen fanden mit Hilfe einer speziell hergestellten Software
(Consulting Team Machine Vision, CTMV, Pforzheim) statt. Diese erkannte in dem
aufgenommenen Film automatisiert das obere und untere Ende der FBME-Struktur
und verfolgte diese Positionen fur den Zeitraum der Aufnahme. Die Positionen sind

als blaue Quadrate in Abbildung 8 abgebildet.
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Abb. 8: Durch die Kamera aufgenommenes Bild zur Kontraktionsmessung
Gezeigt ist das durch die Kamera aufgenommene Bild eines Wells der Zellkulturschale mit
einem FBME in der Aufsicht. Die blauen Quadrate kennzeichnen die Messpunkte, die durch
die Software gesetzt wurden. Bei der Kontraktion des FBMEs verringerte sich der Abstand
der Messpunkte. Aus dieser Langenanderung wurde die Kraftentwicklung berechnet. Am
linken Bildrand ist weil} die leuchtende Diode der Messapparatur zu erkennen.

Basierend auf der Geometrie, der elastischen Eigenschaften (Elastizitatsmodulus
von 1,7 kPa) der Silikonposts und der Veranderung des Abstandes zwischen den
automatisiert erkannten Messpunkten wurde die Kontraktionskraft berechnet. Dieser

Berechnung lag eine von Vandenburgh et al. (2008) publizierte Formel zu Grunde:

3EI0 37ER'0
F = 3 = 3
L AL

mit :
1

I=—mR"
4

Dabei stehen die Variablen fiir folgende GroRen:

F : Resultierende Kraft

E : Elastizitatsmodulus des Silikons

0 : Ablenkung der Silikonposts

L : Lange der Silikonposts

R : Radius der Silikontellerchen am Ende der Silikonposts
7. Kreiszahl

| : Tragheit des Materials bzw. Silikons
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Der Verlauf der berechneten Kontraktionen Uber die Zeit wurde graphisch dargestellt
(Abb. 9), die Kontraktionspeaks anhand vordefinierter Peakkriterien erkannt und mit
grunen Kastchen markiert. Wichtige Qualitdtsmerkmale dieses Messvorgangs waren
die automatisierte Erkennung der FBME-Figur (blaue Markierung, Abb. 8) und die
Darstellung einzelner Kontraktionspeaks (grune Kastchen im Kontraktionsgraphen,
Abb. 9) in einem automatisiert erstellten Report. Basierend auf den grin markierten
Kontraktionspeaks charakterisierte die Software den Kontraktionsgraphen durch die
automatisierte Berechnung von Mittelwerten und Standardabweichungen fur wichtige
Kontraktionsparameter wie Kontraktionskraft, Kontraktions- und Relaxationszeit (T1,
T2), Schlage pro Minute sowie Muskelverkurzung (fractional shortening, FS). Das
Messsystem ermdglichte es, eine grofle Anzahl an FBMEs zu untersuchen und gab
die Ergebnisse der Messung in Form eines durch die Software erstellten Reports
wieder. Bei zuvor suboptimal definierten Peakparametern bestand die Mdglichkeit,

dieselbe Messung unter angepassten Kriterien offline erneut durchzufihren.

B e L

Abb. 9: Typisches Kontrationsmuster
Die Messzeit in Sekunden (s; Abszisse) ist gegen die ermittelte Kraft in Millinewton (mN;
Ordinate) aufgetragen. Die griinen Quadrate markieren die erkannten Kontraktionspeaks.
Basierend auf den grin markierten Peaks fand die Charakterisierung (Frequenz, Kraft,
Kontraktionszeit etc.) der Kontraktionen statt.

2.2.4 Histologische Analysen

2.2.4.1 Paraffineinbettung von FBMEs zur Herstellung von Mikrotomschnitten
Fir die Paraffineinbettung wurden die FBMEs zunachst an den Silikonposts belassen
und im 37 °C warmen PBS (w/o MgCl,, w/o CaCly) fur 2 x 5 min gewaschen. Die
Fixierung erfolgte mittels Histofix”® iber Nacht bei 4 °C mit anschlieRendem Waschen
der FBMEs in Tris gepufferter physiologischer Salzlésung (TBS). Nach dem Ldsen
der FBMEs vom Silikonpost wurden sie anschlieRend in 4%-iger Agarose (PBS w/o

MgCl,, w/o CaCly) eingebettet, um ihre Lage im spateren Paraffinblock adjustieren zu

35



Material & Methoden

konnen. Nach dem Zuschneiden der Agaroseblocke wurden die FBMEs entwassert.

Alle weiteren Schritte erfolgten im Institut fir Neuropathologie des UKEs. Die

Dehydrierung erfolgte automatisch mit einem Leica ASP 300s® Instrument.

Formalin (4% fur 60 min) bei Raumtemperatur (RT)

Aqua a. i. (fir 15 min) bei RT

Isopropanol (70% fur 30 min, 80% fur 45 min, 96% (l) fir 75 min, 96% (ll) fGr 75 min,
100% (1) far 90 min, 100% (I1) fGr 120 min) bei RT.

Xylol (1 x 45 min bei RT, 1 x 90 min bei 40 °C)

Reines Paraffin (1 x 60 min bei 60 °C, 2 x 90 min bei 60 °C)

Die FBMEs wurden nach diesen Schritten in geeigneten, vorgewarmten Formen
positioniert und mit Paraffin ausgegossen. Die ausgeharteten Paraffinblocke wurden
auf einer Kuhlplatte (Leica EG 115OC®) heruntergekuhlt, bevor am Mikrotom (Leica
SM 2000R®) 4 pm diinne Schnitte angefertigt wurden, die dann in einem 37 °C
warmen Wasserbad gestreckt und abschlieBend auf Objekttrager (Superfrost,
HistoBond®) gezogen wurden. Die Schnittebenenauswahl erfolgte bei allen
angefertigten Schnitten nach dem gleichen Schema. Die Paraffinblocke wurden bis
zum Beginn des Praparates angeschnitten, die anschlieenden 100 pm verworfen
und die 6 folgenden Schnitte, je 2 Schnitte pro Objekttrager, aufgezogen. Dies diente
der besseren Vergleichbarkeit der Schnitte, die im Anschluss entweder mit
Hamatoxylin-Eosin  (H.E.) oder immunhistochemisch gefarbt wurden. Um
insbesondere bei spateren immunhistochemischen Verfahren ein Abschwimmen der
Schnitte vom Objekttrager zu verhindern, wurden diese mittels befeuchtetem
Chromatographiepapier angedrickt. Die Anheftung der Praparate auf den

Objekttrager wurde zusatzlich durch Lagerung im Brutschrank far 20 min verstarkt.

2.2.4.2 Hamatoxylin-Eosin-Farbung der FBMEs
Die H.E.-Farbung erfolgte im Institut fur Neuropathologie des UKEs. Fir die

Doppelfarbung mit Hamatoxylin (selektive Kernfarbung nach Harris) und Eosin
(Zytosolfarbung) wurden die Mikrotomschnitte mit Xylol entparaffiniert (2 x 10 min),
in einer absteigenden Ethanolreihe (3 x 99%, 3 x 96%, 80%, 70%, Aqua) fur jeweils

30 s rehydriert und bis zur Einstellung der Kerbfarbung 5 min in Harris’ Hamatoxylin
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(frisch filtriert) inkubiert. Anschlie®end wurden sie 5 min gewassert (Aqua a. i.). Die
Differenzierung erfolgte fur wenige Sekunden in HCI-Wasser (2,5 ml HCI 37%ig in
500 ml Aqua a. i.,, HCL, Salzsaure). Nach der Differenzierung wurden die Schnitte
umgehend in Wasser gespult und zum Blauen fur 5 min in lauwarmes
Leitungswasser gegeben. Nach weiteren 3 min in Ethanol 70% wurden die Praparate
fur 0,5-3 min (je nach Praparat) in Eosin-Gebrauchslésung (Gebrauchslésung: 50 ml
Ldsung A aus: 3g wasserloslichem Eosin in 300 ml Aqua a.i., + 5 ml Lésung B aus:
0,5 g Phloxin B in 50 ml Aqua a.i.,, + 390 ml 96% Ethanol + 2 ml konzentrierte
Essigsaure) uberfarbt und abschlielend mit Ethanol 99% flur 1-2 min ausgewaschen
und entwassert. Fur die Einbettung wurde Einschlussmedium (TissueTek®)
verwendet. Zur Analyse der Histologien wurden im Institut far Experimentelle
Pharmakologie und Toxikologie Ausschnitte mit einem Mikroskop (Zeiss Axioskop 2)

fotografiert (Zeiss-Axiocam).

2.2.4.3 Immunhistochemische Farbung des sarkomerischen Actin und
Connexin-43 der FBMEs

Die komplette immunhistochemische Farbung erfolgte vollautomatisiert an einem

Farbeautomaten (Benchmark XT®) im Institut fur Neuropathologie des UKEs. Die

Entparaffinisierung erfolgte mittels EZ.Prep® mit anschlielender absteigender
Ethanolreihe. Zur Antigendemaskierung wurden die Paraffinschnitte fur beide
Antikorper fur 30 min in CC1m inkubiert. Bei der folgenden indirekten Methode
wurden die Gewebeschnitte (siehe 2.2.4.1) mit unkonjugierten Primarantikorper
gegen a-Actin (Monoclonal Mouse Anti-Sarcomeric Actin) und Connexin-43 (Purified
Mouse Anti-Connexin-43), 32 min in einer Verdunnung von 1:200 inkubiert. Der
Sekundarantikdrper war mit der Horseradish peroxidase gekoppelt und wandelte das
Chromogen 3,3'-Diaminobenzidin unter Bildung eines Farbumschlages um.
Abschlieend wurde mit Hamatoxylin (Ventana Medical Systems) gegengefarbt
(4 min), mit Bluing Reagent® geblaut und mit Einschlussmedium eingebettet
(Acrytol®). Zur Analyse der Histologien wurden im Institut fur Experimentelle

Pharmakologie und Toxikologie Ausschnitte mit einem Mikroskop (Zeiss Axioskop 2)

fotografiert (Zeiss-Axiocam).
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2.2.5 Klinische Chemie
Im Zellkulturmedium der FBMEs zum Zeitpunkt Baseline, 48 h und 96 h wurde die

LDH (Laktatdehydrogenase)- und CK (Kreatinkinase)-Aktivitat gemessen. Dies
geschah mittels photometrischer Auswertung im Institut flr klinische Chemie des
UKEs am Analysesystem Roche P-Modul. Da der Indikator Phenolrot im DMEM
(Biochrom) die photometrische Messbarkeit des FBME-Mediums storte, wurden das
DMEM im FBME-Medium durch phenolrot-loses DMEM (Gibco) ersetzt. Die FBMEs
wurden 2 Tage vor der Baseline-Messung in PBS (37 °C) gewaschen und in die
zuvor 2 x mit Aqua a. i. ausgespulten und abgesaugten 24-Well Zellkulturschalen
uberfuhrt. Das Waschen der 24-Well Zellkulturschalen, das in diesem Fall fur die
Uberfiihrung der FBMEs notwendig war, geschah ebenfalls am Tag der Baseline-
Messung. Aus jedem Well wurde 1 ml des FBME-Mediums zum Zeitpunkt Baseline,
48 h und 96 h in ein 1,5 ml Reaktionsgefalte Uberfihrt, wobei es zuvor 3 x auf- und
abpipettiert wurde. AnschlieRend wurde das abgenommene FBME-Medium 5 min bei
300 g in einer Tischzentrifuge (5415R®) zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein
neues 1,5 ml Reaktionsgefal® dberfuhrt und bei -20 °C bis zur weiteren Verarbeitung
eingefroren. Die Inkubationszeit aller drei Probenentnahmen betrug somit 2 Tage.
Die Analyse der gewonnenen Proben erfolgte blockweise (ca. 30/Tag), wobei
zwischen der Probenentnahme und der Auswertung maximal 9 Wochen lagen. Die
Proben wurden daflr bei Raumtemperatur aufgetaut, fir 10 s bei 13200 g
zentrifugiert und der Uberstand in ein Probenréhrchen zur weiteren Analyse an die
klinische Chemie ubergeben. Dort wurde die Enzymaktivitat noch am selben Tag

untersucht.

2.2.6 Westernblot-Verfahren

2.2.6.1 Gewebepraparation fiir Westernblot-Analysen

Um sicherzustellen, dass der Phosphorylierungsstatus der untersuchten Proteine
sich praanalytisch nicht veranderte, wurden die FBMEs nach der letzten Messung
(96 h) vom Silikonpost gelost und sofort in flissigen Stickstoff eingefroren. Die
Lagerung bis zur weiteren Gewebepraparation erfolgte bei -80 °C. Am Tag vor dem
Westernblot wurden samtliche Proben zum besseren Gewebeaufschluss bei -80 °C

mechanisch zerkleinert, bis zum Folgetag bei -80 °C zwischengelagert, anschlieRend
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im Tissuelyser 2 x 30 s unter Verwendung von 60 ul Kraniaspuffer lysiert und bei

12 g fur 5 min zentrifugiert.

Zusammensetzung Kraniaspuffer:

2 ml Tris (1,5M; pH 8,8)
1 mi EDTA (0,5M)

6 mi NaF (500mM)

15 ml SDS (20%)

10 ml Glycerol (10%)

aufgefullt auf 100 ml mit Aqua a.i.

2.2.6.2 Durchfiihrung des Westernblots
Die Aufbereitung der Proben sowie die Durchfuhrung der Westernblots erfolgten

maldgeblich durch unseren wissenschaftlichen Mitarbeiter Thomas Schulze. Die
Proteine der Proben (Gewebepraparation) wurden Uuber ein denaturierendes,
diskontinuierliches Natriumdodecylsulfat  (sodium dodecylsulfate, SDS)-
Polyacrylamidgel nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Zuerst wurde das
Trenngel (8%) gegossen und nach dem Ausharten das Sammelgel (4%), in welchem
durch einen Kamm Taschen zum Auftragen der Proben freigehalten wurden. Zur
spateren Zuordnung der ProteingroRen wurde ein Molekulargewichtsstandard
(Precision Plus All Blue) in eine Tasche geladen. Nach der Probenbeladung wurde
die Elektrophorese mit einer Stromspannung von 80 V fur 20 min gestartet und dann
auf 120 V erhoht. Sobald die Lauffront die Unterkante des Trenngels erreicht hatte
(nach ca. 100 min), wurde die Elektrophorese beendet und das Sammelgel vom

Trenngel separiert.

Trenngel (8%):

2,7 ml Acrylamid (30%, Mix 37,5:1)

4.6 ml Aqua a.i.

2,5 ml Tris HCI (1,5 M, pH 8,8)

0,1 ml SDS (10%)

0,1 ml Ammoniumpersulfat (10%)

0,6 ul N,N,N‘,N’-Tetramethyl-ethylendiamin (TEMED)
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Sammelgel (4%):

0,85 ml Acrylamid (30%, Mix 37,5:1)
2,8 ml Aqua a.i.

1,25 ml Tris HCI (0,5 M, pH 6,8)
0,05 ml SDS (10%)

0,05 ml Ammoniumpersulfat (10%)
5 ul TEMED

Laufpuffer:

3,02 g Tris

14,4 g Glycin

19 SDS

ad 1000 ml Aqua a.i.

Die im SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennten Proteine wurden anschlief3end durch ein
Nassblot-Verfahren auf eine Nitrocellulosemembran Ubertragen bzw. geblottet. Der
Proteintransfer erfolgte fur 90 min bei einem konstanten Gleichstrom von 400 mA.
Eine Quellung des Gels wurde durch das im Transferpuffer enthaltene Methanol
verhindert. Um die Ubergegangenen Proteine sichtbar zu machen, wurde die
Membran fur 2 min mit Ponceau S-Losung gefarbt und die Héhe der Banden des
Proteinstandards zur spateren Identifikation des Molekulargewichtes spezifisch
gefarbter Banden dauerhaft markiert. Zur vollstandigen Entfarbung wurde die
Membran mit TBS plus Tween 20° (0,1%, TBST) gewaschen und zur Absattigung
von unspezifischen Bindungsstellen mit Trockenmilch-Losung fur 60 min inkubiert.
Die Membran wurde mit TBST 0,1% (3 x 5 min) gewaschen. Die Inkubation mit dem
verdunnten primaren Antikdrpern erfolgte Uber Nacht auf einem Rollenmischer bei
4 °C (verdinnt in 5% BSA in TBST 0,1%). Nach weiterer Inkubation fur 1 h bei
Raumtemperatur und 3 x 10 min Waschen mit TBST (0,1%) folgte die Inkubation mit
dem sekundaren Antikorper fur 1 h in Trockenmilch-Losung bei Raumtemperatur.
Der sekundare Antikdrper war gegen den ersten Antikérper gerichtet und an die
Peroxidase des Meerrettichs (horseradish peroxidase, HRP) gekoppelt.
Anschlielend wurde 3 x 5 min mit TBST (0,2%) gewaschen und die Membran mit

dem SuperSignal West Dura Extended Duration Substrate inkubiert. Dieses enthielt
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ein Substrat der Peroxidase, das nach Umsetzung eine Chemolumineszenz zeigte.
Zur Visualisierung wurden die Filme, je nach Starke der Lumineszenz, fur 1 bis 120 s
belichtet und anschlieRend entwickelt. Eine quantitative Erfassung und Auswertung

der Banden erfolgte mit der Syngene Chemidoc-Bildgebungs-Apparatur und

Software.

Transferpuffer: Ponceaurot S-Ldsung:
3,03 g Tris 0,5 g Ponceaurot S

14,4 g Glycin 1,0 ml Essigsaure (100%)
200 ml Methanol ad 100 ml Aqua bidest

ad 1000 ml Aqua bidest

10 x TBS: TBST:

242,3 g Tris 100 ml 10 x TBS

175,3 g NaCl 1 ml Tween 20

ad 2000 ml Aqua bidest ad 1000 ml Aqua bidest

pH mit HCI auf 7,5 eingestellt

Trockenmilch-Ldsung:
5% Milchpulver in TBST

2.2.7 Elektronenmikroskopische Aufnahmen von FBMEs
Die elektronenmikroskopische Aufbereitung der Proben erfolgte durch die HEXT

Core Facility Mousepathology am Institut fir Neuropathologie des UKEs. Die Analyse
der Aufnahmen erfolgte durch Pradeep Luther am National Heart and Lung Institut,
Imperial College London (http://www1.ic.ac.uk/medicine/people/p.luther). Hierfur
wurden die FBMEs zunachst mehrfach mit PBS (w/o MgCl,, w/o CaCl,) gewaschen
und anschlieffiend 10 min in 30 mM 2,3-Butan-Dion-Monoxim (BDM in PBS) inkubiert,
um zu gewahrleisten, dass die Kardiomyozyten in den FBMEs vor der Fixierung
vollstandig relaxiert waren. Fixiert wurde anschlieend in 2,5% Glutaraldehyd in PBS
(pH 7,4 mit 1 mM CaCly) uber Nacht bei 4 °C. Die weitere Bearbeitung geschah
durch das Institut fir Neuropathologie. Von den in Epon eingebetteten FBMEs

wurden Semidinnschnitte (1 pm) zur ersten Ubersicht angefertigt und mit
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Toluidinblau gefarbt. Fur die Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) wurden im
letzten Schritt Ultradlnnschnitte (50 nm) angefertigt. Analysiert wurden serielle
Langsschnitte der FBMEs.

2.2.8 Statistische Auswertung
Die Daten werden prasentiert als arithmetischer Mittelwert + Standardfehler des

Mittelwertes (standard error of the mean, SEM) oder als arithmetischer Mittelwert +
Standardabweichung (standard deviation, SD). Die Angaben wurden fur den
jeweiligen Fall aufgefuihrt. Mit n wurde die Anzahl der FBMEs bzw. Einzelversuche/-
proben bezeichnet. Die statistische Signifikanz wurde mittels t-Test nach Student fur
gepaarte bzw. ungepaarte Versuchsreihen ermittelt. Die Analysen wurden mit der
GraphPad Prism Software durchgefihrt. P-Werte kleiner 0,05 wurden als signifikant

bewertet.
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3 Ergebnisse
Das primare Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der kardiotoxischen Wirkung

von ausgewahlten Tyrosinkinase-Inhibitoren (TKls) anhand von Fibrin-basierten mini-
EHTs (FBMEs). Den Kern dieser Beurteilung bildete die video-optische Analyse der
FBMEs, anhand derer Veranderungen der Kontraktionsparameter in den
Versuchsreihen analysiert wurden. Die video-optische Screening-Plattform
(siehe 2.2.3) stellte eine reproduzierbare, standardisierte und objektive Mdglichkeit
dar, Charakteristika der Kontraktionsparameter, wie zum Beispiel Kontraktionskraft,
Kontraktions- und Relaxationszeit, zu analysieren. Dieses Messsystem erlaubte
aufgrund seiner Bauweise die Messung derselben FBMEs Uber mehrere Tage bis
Wochen. Dadurch konnten Aussagen uber die Langzeitwirkung bzw. verzogerte
Effekte getroffen werden.

3.1 Kontraktionsparameter
Zur Abbildung der LVDF als haufige UAW stellte sich die Kontraktionskraft als

aussagekraftiger Parameter heraus. Aullerdem zeigte sich in Pilotexperimenten,
dass einige Substanzen zu einer schnellen Verminderung der Kontraktionskraft
fuhrten, weshalb ein Messprotokoll etabliert wurde, das vorsah, die Kontraktilitat nicht
nur nach 48 und 96 Stunden sondern auch schon 2 Stunden nach Inkubationsbeginn
zu analysieren. Orientierend am Ca.x-Wert sollten das 0,1fache, 1fache, 10fache und
100fache der Chax untersucht werden. Die in 2.2.2.5 beschriebene geringe
Loslichkeit der TKIs bedingte eine DMSO-Konzentration von 1% bei Erlotinib,
Lapatinib, Lestaurtinib und Vandetanib. Bei Dasatinib, Gefitinib, Imatinib, Sorafenib
und Sunitinib konnte die 0,1%ige Konzentration beibehalten werden. Die Ergebnisse
der Kontraktionskraftmessungen legten eine Einteilung der TKIs in drei Kategorien

nahe und werden dieser Einteilung entsprechend besprochen:

(i) keine Verminderung der Kontraktionskraft (Dasatinib und Erlotinib)

(i) verzdgert eintretende Verminderung der Kontraktionskraft (Eintritt der
Wirkung 2 48 h; Gefitinib, Imatinib, Lapatinib und Sunitinib)

(i)  akut eintretende Verminderung der Kontraktionskraft (Eintritt der Wirkung

innerhalb von 2 h; Lestaurtinib, Sorafenib und Vandetanib)
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3.1.1 TKils ohne Kontraktionskraftverminderung
Sowohl Dasatinib als auch Erlotinib zeigten bei keiner der untersuchten

Konzentration eine Kontraktionskraftverminderung.
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= 150+ Vehikelkontrolle DMSO 0,1%
£ 1204 Dasatinib 0,01 pM
2 = Dasatinib 0,1 uM
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Abb. 10: Darstellung der TKIs ohne Kontraktionskraftverminderung

Dargestellt ist die Kraftentwicklung fir Dasatinib und Erlotinib in Prozent des Baseline-
Wertes (BL-Wert) zu den Messzeitpunkten 2 h, 48 h und 96 h

(Standardabweichung: +/-SEM; n = 4; Students t-Test fir ungepaarte Messungen, * p<0,05
versus Baseline).

3.1.2 TKils mit verzogerter Kontraktionskraftverminderung
Gefitinib, Imatinib, Lapatinib und Sunitinib wiesen Veranderungen der

Kontraktionskraft nach 48 und 96 h auf. In allen vier Fallen traf dies nur fir die
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hochste Konzentration zu, wahrend alle anderen Konzentrationen keinen
Unterschied zu den Vehikelkontrollen zeigten. Nach 48 h wiesen die FBMEs
Kontraktionskraftverminderungen unter Gefitinib 10 yM auf 50% und unter Imatinib
auf 13% auf, wahrend es unter Lapatinib 150 yM und Sunitinib 10 yM bereits zu
einem vollstandigen Kontraktionskraftverlust gekommen war. Nach 96 h zeigte sich
dieser auch fur Imatinib 100 uM, wohingegen die Kontraktionskraftverminderung von
Gefitinib 10 yM mit 45% nahezu konstant blieb.
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Abb. 11: Darstellung der TKls mit verzogerter Kontraktionskraftverminderung
Nach 48 h wiesen die FBMEs unter Inkubation mit der hdchsten Konzentration der TKils
Gefitinib, Imatinib, Lapatinib und Sunitinib eine Verminderung der Kontraktionskraft auf
(Standardabweichung: +/- SEM; n = 4; Students t-Test fir gepaarte Messungen, * p<0,05
versus Baseline).

3.1.3 TKils mit akuter Kontraktionskraftverminderung
Lestaurtinib, Sorafenib und Vandetanib fuhrten zu einer Reduktion der

Kontraktionskraft nach 2 Stunden. Im Fall von Vandetanib 100 yM wurde ein Abfall
der Kontraktionskraft auf 0% nach 2 h und unter 10 uM ein Abfall auf 14% nach 96 h
beobachtet. Alle anderen Konzentrationen zeigten keine Veranderungen im
Beobachtungszeitraum. Im Fall von Lestaurtinib 100 pyM wurde ein Abfall der
Kontraktionskraft auf 0% und unter 10 yM auf 21% nach 2 h nachgewiesen. Nach
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48 h zeigte sich zusatzlich ein Abfall unter der 1 uM Konzentration auf 53%. Die

Kontraktionskraftverminderung erwies sich als progredient und fiel nach 96 h unter

10 uM auf 0% und fur 1 yM auf 15%.
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Abb. 12: Darstellung der TKis mit akuter Kontraktionskraftverminderung

Nach 2 h wiesen die FBMEs unter Inkubation mit der héchsten Konzentration der TKils
Lestaurtinib, Sorafenib und Vandetanib keine Kontraktionskraft mehr auf. Ebenso zeigten
niedrigere Konzentrationen von Lestaurtinib (1 yM, 10 uM) und Vandetanib (10 yM) eine
Kontraktionskraftverminderung (Standardabweichung: +/- SEM; n = 4; Students t-Test fir
gepaarte Messungen, * p<0,05 versus Baseline).

AbschlieRend zeigt Tabelle 5 einen Uberblick des Verlaufes der Kontraktionskraft-

veranderungen aller neun TKis.

Baseline Entwicklung der
Kontraktionskraft nach

2h 48 h 96 h

Erlotinib 100 yM 100% 72,60% 109,10% 105,20%

Dasatinib 10 uM 100% 116,40% 130,30% 131,70%

Gefitinib 10 uM 100% 82,80% 50,50% * 4550% *
Imatinib 100 uM 100% 72% 13,70% * 0% *
Lapatinib 150 uM 100% 73,20% 0% * 0% *
Sunitinib 10 yM 100% 86,70% 0% * 0% *
Lestaurtinib 100 yM  100% 0% * 0% * 0% *
Lestaurtinib 10 pM 100% 21% * 57% * 0% *
Lestaurtinib 1 uM 100% 71,80% 52,60% * 15,40% *
Sorafenib 100 uM 100% 0% * 0% * 0% *
Vandetanib 100 uM  100% 0% * 0% * 0% *
Vandetanib 10 uM 100% 95% 62% * 14% *

Tab. 5: Uberblick des zeitlichen Verlaufes der Kontraktionskraftentwicklung
aller TKls

Gezeigt sind die hdchsten Konzentrationen der TKls ohne Kontraktionskraft-verminderung
(Erlotinib 100 uM, Dasatinib 10 uM) sowie die Konzentrationen der weiteren TKils, die mit
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einer Kontraktionskraftverminderung einhergingen. Die Kraftentwicklung der FBMEs ist als
Prozentsatz (%) der Baseline-Werte (BL-Wert) nach 2 h, 48 h und 96 h dargestellt (* p<0,05
versus Baseline).

3.1.4 Reversibilitat der Kontraktionskraftverminderung
Die bisherige Analyse wirft zwei Fragen auf. Einerseits, ob die Kontraktionskraft-

verminderung reversibel ist, und andererseits, ob sie nach der 96-stindigen

Inkubation noch weiter zunehmen wiurde.

Um diesen Fragen nachzugehen, wurde die 96-stindige Inkubationphase um eine
15-tagige Reversibilitatsphase erweitert. Fur diese Fragestellung wurden die sieben
Substanzen mit Kontraktionskraftverminderung nur in den Konzentrationen
untersucht, die zuvor eine Verminderung gezeigt hatten. Bei den mitgefuhrten
DMSO-Kontrollen erfolgte, ebenso wie bei den mit TKIs behandelten FBMEs, die
Auswaschung der hinzugegebenen Substanz nach der 96-stindigen
Inkubationsphase. Die Darstellung der Ergebnisse erfolgt in zwei Teilen. Zum einen
fur Substanzen, bei denen keine Reversibilitat der Kontraktionskraftverminderung
beobachtet wurde (Abb. 13), zum anderen fur Substanzen, fur die eine (partielle)

Reversibilitat der Kontraktionskraftverminderung gesehen wurde (Abb. 14).

3.1.4.1 TKis mit irreversibler Kontraktionskraftverminderung
Unter Lestaurtinib 100 uM, Sorafenib 100 uM und Vandetanib 100 uM wurde nach

2 h, fur Lapatinib 150 uM nach 48 h und fur Imatinib 100 yM und Sunitinib 10 yM ein
Kontraktionskraftverlust nach 96 h festgestellt. Gefitinib 10 uM zeigte eine
Kontraktionskraftverminderung auf 81% nach 48 h und auf 65% nach 96 h. Wahrend
der anschlieRenden Reversibilitatsphase kam es nie zur Erholung oder
Normalisierung der Kontraktilitat, wenn es zuvor zu einem Verlust der
Kontraktionskraft gekommen war. Auch die relativ milde
Kontraktionskraftverminderung unter Gefitinib 10 uM blieb in der Reversibilitatsphase
(Kontratktionsverlust um 51% von 5 d bis 19 d) im Vergleich zur Vehikelkontrolle
(Kontratktionsverlust um 47% von 5 d bis 19 d) unverandert bestehen.
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Abb. 13: Untersuchung von TKIs mit irreversibler Kontraktionskraft-
verminderung

Gezeigt ist die Kontraktionskraft der FBMEs in der Interventions- und Reversibilitatsphase
(Abszisse: Zeit in h bzw. d; Ordinate: Kraftentwicklung in mN; Standardabweichung: +/- SEM,;
n = 4; Students t-Test fir gepaarte Messungen, * p<0,05 versus Baseline).

3.1.4.2 TKis mit reversibler Kontraktionskraftverminderung
Bei zwei der neun TKls wurde eine partielle Reversibilitat der Kontraktionskraft-

verminderung beobachtet. Wahrend es unter Lestaurtinib 1 yM nach 96 h zu einer
Kontraktionskraftverminderung auf 27% kam, trat diese unter Lestaurtinib 10 pM
bereits nach 48 h auf (49%) und ging nach 96 h in einen kompletten Verlust der
Kontraktionskraft Uber. Nach einem Tag Auswaschen (5 d) hatte sich die Kraft unter

Lestaurtinib 1 yM von 27% auf 43% der Ausgangslage, bei Lestaurtinib 10 yM von
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0% auf 13% gesteigert. Dies nahm bis Tag 19 auf 59% bei 1 yM und 73% bei 10 yM
zu. Unter Vandetanib 10 yM kam es nach 96 h zu einem Kontraktionsverlust. Am
10. Tag der Inkubation unter Kontrollbedingungen =zeigten die FBMEs unter
Vandetanib 10 yM wieder eine Kontraktionskraft von 4%. Sie stieg im Verlauf auf
21% an (19 d). Auffallig war die Kontraktionskraftverminderung unter der
Vehikelkontrolle DMSO 1% nach 48 h und 96 h (p<0,01). Die Abbildung 14
verdeutlicht die von DMSO unabhangigen Veranderungen unter Lestaurtinib 1 uM
(96 h), 10 yM (48 h) und Vandetanib 10 uM (96 h), deren Signifikanzniveau bei
p<0,001 liegt.
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Abb. 14: Untersuchung von TKIls mit reversibler Kontraktionskraft-
verminderung

Dargestellt sind die TKls mit einer reversiblen Kontraktionskraftverminderung. Nach einer 96-
stiindigen Inkubationsphase erfolgte eine Beobachtungsphase in Abwesentheit der TKis
oder DMSO (Vehikelkontrolle) fir 15 Tage (Standardabweichung: +/- SEM; n = 4; Students t-
Test fur gepaarte Messungen, * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 versus Baseline).
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3.1.4.3 Unterschiede zwischen den Vehikelkontrollen
Da in den unter 3.1.4.1 dargestellten Versuchen eine Kontraktionskraftverminderung

durch das L&sungsmittel DMSO in der 1%igen Konzentration auffiel, soll dieser
Effekt genauer dargestellt werden. Abbildung 15 zeigt den Verlauf der
Kontraktionskraft von unbehandelten FBMEs und solchen in Gegenwart von 0,1%
oder 1% DMSO. Hierbei zeigte sich ein zeit- und konzentrationsabhangiger Effekt
der 1%igen DMSO Konzentration auf die Kontraktionskraft der FBMEs (Beginn nach
48 h). Die Abbildung 15 macht aber auch deutlich, dass es unter
Kontrollbedingungen zu einer Abnahme der Kraft Uber die Zeit kommt und dass
DMSO 0,1% keinen Effekt auf die Kraft im Vergleich zur Kontrolle hatte.
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Abb. 15: Vergleich von Kontrolle und Vehikelkontrolle

Dargestellt ist die Kraftentwicklung in Prozent vom BL-Wert der FBMEs unter
Kontrollbedingungen, 0,1% und 1% DMSO (Vehikelkontrollen) (Abszisse: Zeit in h bzw. d;
Ordinate: Kraftentwicklung in % vom BL-Wert; Standardabweichung: +/- SEM; n = 4;
Students t-Test flir gepaarte Messungen, * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 versus Baseline).

3.1.5 Kontraktions- und Relaxationszeit
Die Kontraktions (T1)- und Relaxationszeit (T2) zeigen keinen Unterschied zwischen

den Kontrollen und den Vehikelkontrollen (Abb. 16). Es wurde weder in der
Interventionsphase noch in der Phase der Reversibilitat eine Veranderung des
Kontraktionsmusters beobachtet. Bei vier der neun ausgewahlten TKls zeigten sich

Veranderungen des Kontraktionsmusters, woraufhin diese naher untersucht wurden.
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3.1.5.1 Veranderungen der Kontraktions- und Relaxationszeit
Es wurde festgestellt, dass vier TKls das Kontraktionsmuster auffallig veranderten.

Die Veranderungen der FBMEs unter Erlotinib, Lapatinib, Lestaurtinib und
Vandetanib waren charakterisiert durch eine deutlich verlangerte T2-Zeit bei
unveranderter T1-Zeit. Die Veranderungen traten teilweise intermittierend zwischen
normal geformten Kontraktionspeaks auf. Exemplarisch sind 10-sekindige
Ausschnitte jeweils eines FBMEs der Kontrolle, der Vehikelkontrollen und der vier

TKls in der zweithdchsten Konzentration zum Zeitpunkt 48 h dargestellt (Abb. 16).
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Abb. 16: Kontraktionsmuster reprasentativer FBMEs der Kontrollen und der
TKls

Gezeigt sind 10-seklndige (Originaldaten 60 s) Ausschnitte aus Kontraktionsmustern
reprasentativer FBMEs zum Zeitpunkt 48 h der TKI-Inkubation (Abszisse: Zeit in s; Ordinate:
Kraftentwicklung in mN).

3.1.5.2 Reversibilitat der Veranderungen der Relaxationszeit
Das Auftreten verlangerter Relaxationszeiten in Abhangigkeit von der Inkubationszeit

und der Konzentration der TKils ist in Abbildung 17 dargestellt. Nicht abgebildete
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Konzentrationen zeigten keine Relaxationszeitverlangerung. Hiernach bestand eine
deutliche Abhangigkeit der Relaxationszeitverlangerung von der Inkubationszeit und
der Konzentration der TKls. Um zu uberprifen, ob diese Veranderungen reversibel
waren, wurde wie in 3.1.4 beschrieben unter Kontrollbedingungen weiter inkubiert. Im
Falle von Erlotinib, Lapatinib und Lestaurtinib waren diese Verlangerungen

reversibel, im Falle von Vandetanib nicht (Abb. 17).
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Abb. 17: Haufigkeit und Reversibilitdat von Veranderungen des
Kontraktionsmusters

Die Graphik beschreibt fir jeden Messzeitpunkt die Anzahl der kontrahierenden FBMEs
(Zahlen im Saulendiagramm). Die Interventionsphase ist auf der Abszisse rot, die Phase der
Reversibilitat griin markiert (Abszisse: Zeit in h bzw. d; Ordinate: Anzahl der FBMEs, die eine
Relaxationszeitverlangerung aufzeigten, n = 4).
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Zusammengefasst fuhrten alle hier aufgezeigten TKIs zumindest in der
Interventionsphase zu einer Veranderung des Kontraktionsmusters, die bei keiner
der Kontrollen beobachtet werden konnte. Auffallig war, dass diese Veranderungen
nur unter TKls auftraten, die in DMSO 1% geldst waren. Lapatinib zeigte dabei
weniger stark ausgepragte und seltenere Veranderungen, die bereits in der Phase
der Reversibilitat nicht mehr auftraten. Eine Normalisierung des Kontraktionsmusters
wurde fur Erlotinib 10 uM (10 d) und 100 pM (10 d), fur Vandetanib 1 yM (10 d) und
10 yM (12 d) sowie fir Lestaurtinib 1 uM (10 d) und 10 yM (17 d) zu spateren
Zeitpunkten beobachtet. Trotz der beschriebenen Normalisierung trat bei beiden
Konzentrationen von Vandetanib zum Zeitpunkt 17 d und 19 d erneut eine
Veranderung des Kontraktionsmusters auf, weshalb die Verlangerung der

Relaxationszeit unter Vandetanib als nicht reversibel eingestuft wurde.

3.2 Histologie
Von den FBMEs unter Kontroll- und Interventionsbedingungen wurden nach 96-

stundiger Inkubation Hamatoxylin-Eosin (H.E.)- und immunhistochemisch-gefarbte
Paraffinschnitte angefertigt (siehe 2.2.4). Fur die immunhistochemische Farbung
wurde zum einen ein Antikorper verwendet, der gegen das sarkomerische Actin von
Rattenkardiomyozyten gerichtet war. Mit dieser Farbung lieRen sich Kardiomyozyten
durch die typische Querstreifung identifizieren. Zum anderen wurde ein Antikorper
gegen Connexin-43 verwendet. Dies ist ein wichtiger Bestandteil der Gap Junctions.
In einem funktionellen Synzytium, wie es flr eine gleichmalige Kontraktion

notwendig ist, ist dieses Protein essentiell.

3.2.1 Hamatoxylin-Eosin-Farbung
Reprasentative H.E.-Farbungen sind in Abbildung 13 dargestellt. Untersucht wurde

neben den Kontrollen die hochste und zweithdchste Konzentration der TKis.
Dargestellt ist die hochste Konzentration. Die H.E.-Ubersichtsfarbung der Kontrolle
bzw. Vehikelkontrollen zeigte ein im Praparat nahezu gleichmaflig ausgebildetes
Zellnetzwerk, zu erkennen durch die rosa-violette Farbung, welche sich von der
Fibrinmatrix (hellrosa) abgrenzte. Die Zellkerne wurden blau gefarbt. Die meisten

Zellen waren entlang der Kraftlinien lang ausgestreckt und miteinander verbunden.
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Die Zahl runder, amorpher und dissoziiert voneinander in der Fibrinmatrix liegender

Zellen war relativ gering.

3.2.1.1 Histologische Analyse der TKIls ohne Kontraktionskraftverminderung
Die H.E.-Ubersichtsfarbung unter Dasatinib zeigte ein gleichmaBig ausgebildetes

Zellnetzwerk ahnlich den Kontrollen. Unter Erlotinibo 100 uM war die Zellstruktur
insgesamt weniger dicht als bei den Kontrollen. Die Zahl runder, amorpher Zellen
erschien nicht abweichend zu sein. Die Kardiomyozyten waren allerdings weniger
lang ausgestreckt bzw. miteinander vernetzt. Die Ausrichtung der Zellen entlang der
Kraftlinien war ahnlich den Kontrollen (Abb. 18).

3.2.1.2 Histologische Analyse der TKls mit verzogerter
Kontraktionskraftverminderung

Die H.E.-Ubersichtsfarbung machte deutlich, dass die Zellnetzwerkdichte des FBMEs
unter den hochsten Konzentrationen von Lapatinib und Imatinib geringer war als in
den Kontrollen. Die Zahl runder, amorpher und dissoziiert voneinander in der
Fibrinmatrix liegender Zellen dominierte die Aufnahmen. Das Volumen des Zytosols
der Kardiomyozyten war deutlich geringer. Anders verhielt es sich mit Sunitinib und
insbesondere Gefitinib, wo klare Unterschiede zu den Kontrollen nicht erkennbar
waren (Abb. 18). Die histologischen Praparate der nachstniedrigeren Konzentration

aller vier TKls zeigten diese Veranderungen nicht (nicht abgebildet).

3.2.1.3 Histologische Analyse der TKls mit akuter
Kontraktionskraftverminderung

Fir Lestaurtinib, Sorafenib und Vandetanib war das Verhaltnis von langgestreckten
und untereinander vernetzten Zellen deutlich zu amorphen und dissoziierten Zellen
verschoben (Abb. 18). Dies war fur Lestaurtinib auch schon in der zweith6chsten
Konzentration (10 pM) festzustellen (nicht gezeigt). Fir Vandetanib und Sorafenib
wurde diese Veranderung der Zellstruktur nur in der hochsten Konzentration

festgestellt.
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Vandetanib 100 puM (L)

Abb. 18: Himatoxylin-Eosin-Ubersichtsfirbung
Dargestellt sind die H.E. Ubersichtsfarbungen (10fache VergréRerung) der FBMEs.
Die farbliche Umrahmung bezieht sich auf folgende Einteilung:

Braun -Kontrolle (A) und Vehikelkontrollen (DMSO 0,1%, B; DMSO 1%, C)
Gelb -Keine Kontraktionskraftverminderung (D, E)

Rot -Verzdgerte Kontraktionskraftverminderung (F, G, H, 1)

Blau -Akute Kontraktionskraftverminderung (J, K, L)

3.2.2 Immunhistochemische Farbung gegen sarkomerisches Actin
Durch die H.E.-Farbung wurde die Zellstruktur beurteilt, jedoch war keine

Differenzierung zwischen Kardiomyozyten und Nicht-Kardiomyozyten moglich. Dies
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ermdglichte die immunhistochemische Farbung gegen das sarkomerische Actin. Die
Kardiomyozyten waren zu erkennen durch die dunkelbraun-rotliche Farbung, welche
sich von der Fibrinmatrix abgrenzte. Die Zellkerne waren durch die Gegenfarbung
blau-graulich dargestellt. Im Folgenden sind Aufnahmen mit vierzigfacher
Vergrolerung dargestellt, die die Querstreifung erkennen lassen (Abb. 19).
Dargestellt sind wieder die Resultate fir die hdéchsten Konzentrationen.
Querstreifung war auch unter Kontrollbedingungen nicht in jeder Zelle zu sehen, die
dunkelbraun-rétliche Anfarbung hingegen schon. Deswegen wurde sie allein als
Beurteilungskriterium herangezogen. Abbildung 19 zeigt, dass zwischen Kontrolle

und Vehikelkontrolle kein Unterschied bestand.

3.2.2.1 Histologische Analyse der TKls ohne Kontraktionskraftverminderung
Die 40fache VergroRerung der Actin-Farbung zeigte flr Dasatinib 10 yM und

Erlotinib 100 uM keine Veranderungen (Abb. 19).

3.2.2.2 Histologische Analyse der TKls mit verzogerter
Kontraktionskraftverminderung

Die 40fache VergroRerung der Actin-Farbung zeigte fur Gefitinib keine Veranderung.
Bei Imatinib 100 uM, Lapatinib 150 yM und Sunitinib 10 uM war eine Verminderung
des Zellplasmas bzw. der Myofibrillen klar zu erkennen (Abb. 19). Sowohl das
Volumen der Kardiomyozyten als auch der Anteil an Myofibrillen im Zytosol erschien
deutlich geringer. Die Verkleinerung des Zytoplasmas war in den Abbildungen durch
einen weillen, Matrix- und zellfreien Saum um die Zellen zu erkennen. Ebenfalls
waren die Zellkerne kleiner und weniger gut abgegrenzt (Abb. 19). Dies deutet auf

einen Zelluntergang hin.

3.2.2.3 Histologische Analyse der TKls mit akuter
Kontraktionskraftverminderung

Die 40fache VergroRerung der Actin-Farbung zeigte flr Lestaurtinib, Vandetanib und
Sorafenib eine klare Verringerung der sarkomerischen Strukturen und des
Zytoplasmas der FBMEs. Deshalb grenzte sich die Zelle von der Fibrinmatrix durch
einen nicht gefarbten zell- und matrixlosen Saum ab (Abb. 19). Lestaurtinib und

Vandetanib, im Gegensatz zu Sorafenib, lieRen bereits unter der zweithéchsten
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Konzentration eine Verminderung des Zytosols vermuten, die jedoch nicht so

eindeutig war (nicht abgebildet).

Abb. 19: Detailansicht der immunhistochemischen Farbung gegen
sarkomerisches Actin

Dargestellt sind immunhistochemisch gegen das sarkomerische Actin gefarbte
Paraffinschnitte in 40facher VergréRerung. Die farbliche Umrahmung bezieht sich auf
folgende Einteilung:

Braun -Kontrolle (A) und Vehikelkontrollen (DMSO 0,1%, B; DMSO 1%, C)
Gelb -Keine Kontraktionskraftverminderung (D, E)

Rot -Verzdgerte Kontraktionskraftverminderung (F, G, H, 1)

Blau -Akute Kontraktionskraftverminderung (J, K, L)
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3.2.3 Immunhistochemische Farbung gegen Connexin-43
Aufschluss Uber die Connexonverteilung sollte die immunhistochemische

Ubersichtsfarbung gegen Connexin-43 geben. Bei 40facher VergroRerung lieRen
sich die Connexone darstellen. Die Anordnung der Connexinstruktur unterschied sich
von der im nativen Herzen, wo Connexone normalerweise in Glanzstreifen geblndelt
vorliegen. Im FBME zeigte sich Connexin-43 praktisch Uber die gesamte
Zellmembran verteilt und stellte sich als relativ scharf begrenzte, braunlich-orange
und punktférmige Struktur dar. Das Zytosol der Kardiomyozyten war leicht blaulich
gefarbt und grenzte sich von der Fibrinmatrix ab. Die Zellkerne waren blau gefarbt.
Die Farbung =zeigte sich umso ausgepragter, je hoher die Zelldichte im
entsprechenden Bereich war. Auch hier lie3 sich kein Unterschied zwischen

Kontrolle und Vehikelkontrolle ausmachen (Abb. 20).

3.2.3.1 Histologische Analyse der TKIls ohne Kontraktionskraftverminderung
Die Anordnung der Connexinstrukturen war unter Dasatinib nicht von der der

Kontrollen unterschiedlich. In Erlotinib-behandelten FBMEs waren dagegen deutlich

weniger Connexin-43-positive Bereiche zu erkennen (Abb. 20).

3.2.3.2 Histologische Analyse der TKls mit verzogerter
Kontraktionskraftverminderung

Geordnete Connexinstrukturen waren unter Imatinib, Lapatinib und Sunitinib nicht zu
erkennen. Dies spricht fur einen vollstandigen Verlust der Gap Junctions. Die
Connexinstrukturen unter Gefitinib 10 yM schienen deutlich vermindert. Die Ubrigen

Konzentrationen zeigten keine Abweichung zu den Kontrollen (nicht gezeigt).

3.2.3.3 Histologische Analyse der TKls mit akuter
Kontraktionskraftverminderung

Unter Lestaurtinib (100 yM), Sorafenib (100 yM) und Vandetanib (100 uM) konnten
keine dunkelbraun-orange gefarbten Bestandteile der Connexone nachgewiesen
werden (Abb. 20). Unter Sorafenib 10 yM wurden keine Unterschiede zur Kontrolle
festgestellt (nicht gezeigt). Bei Lestaurtinib und Vandetanib 10 yM wurden zwar noch
vereinzelt Bestandteile von Connexonen angefarbt, ein Unterschied zu den

Kontrollen war jedoch deutlich zu erkennen (nicht gezeigt).
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Abb. 20: Detailansicht der immunhistochemischen Farbung gegen Connexin-43
Dargestellt sind immunhistochemisch gegen Connexin-43 gefarbte Paraffinschnitte in
40facher Vergrofierung. Die farbliche Umrahmung bezieht sich auf folgende Einteilung:

Braun -Kontrolle (A) und Vehikelkontrollen (DMSO 0,1%, B und DMSO 1%, C)
Gelb -Keine Kontraktionskraftverminderung (D, E)

Rot -Verzdgerte Kontraktionskraftverminderung (F, G, H, 1)

Blau -Akute Kontraktionskraftverminderung (J, K, L)

61



Ergebnisse

3.3 Klinische Chemie
Wahrend der 96-stiindigen Interventionsphase wurden beim Mediumwechsel Proben

des Mediums entnhommen (siehe 2.2.2.5), welche auf die Aktivitdt der
Laktatdehydrogenase (LDH) und Kreatinkinase (CK) untersucht wurden. Da aufgrund
des Protokolls der Zellpraparation ausgeschlossen werden konnte, dass in den
FBMEs Skelettmuskelzellen enthalten waren, war die Gesamt-CK spezifisch fur die

Kardiomyozyten.

3.3.1 Klinisch chemische Analyse der TKls ohne
Kontraktionskraftverminderung

Beim Vergleich der unbehandelten Kontrolle und den Vehikelkontrollen fiel eine
Erhdhung der CK- und LDH-Enzymaktivitdt in den Vehikelkontrollen auf. Die
Vehikelkontrolle DMSO 0,1% zeigte nach 48 h eine leichte Erhdhung der LDH-
Aktivitat (1,1fach) sowie der CK-Aktivitat (1,6fach). Unter DMSO 1% kam es zu
einem mafigen Anstieg der LDH-Aktivitat nach 48 h (1,2fach) und nach 96 h
(1,1fach). Eine deutliche Erhéhung der CK-Aktivitat zeigte sich nach 48 h (3,6fach)
und nach 96 h (1,9fach). Fur die Beurteilung der TKils stellen die Vehikelkontrollen
die BezugsgroRe dar. Die LDH-Aktivitat fur Dasatinib und Erlotinib unterschied sich
nicht von den Vehikelkontrollen. Dieses galt auch fur die CK-Aktivitat fir Dasatinib.
Divergierend hiervon zeigte sich fir Erlotinib 100 uM (1,8fach) und 10 uM (1,7fach)
eine erhohte CK-Aktivitat nach 96 h (Abb. 21).

LDH-Messung

5004 - Kontrolle

= 4004 Vehikelkontrolle DMSO 0,1%
2, Vehikelkontrolle DMSO 1%
E 300+ Dasatinib 1 uM
2 = Dasatinib 10 uyM
é. 200- Erlotinib 10 yM
I — Erlotinib 100 uM
S 100- ———

C ) U v

Baseline 48 h 96 h
Zeit [h]
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CK-Messung
251 * — Kontrolle
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= - Dasatinib 10 uM
% 101 Erlotinib 10 pM
¥ — Erlotinib 100 pM
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Abb. 21: Darstellung der LDH- und CK-Aktivitat fiir TKls ohne
Kontraktionskraftverminderung

Gezeigt ist die LDH- und CK-Aktivitdt des Mediums zu den Zeitpunkten Baseline, 48 und
96 h. Signifikanzen wurden zu den Vehikelkontrollen bzw. im Fall der Vehikelkontrollen zur
Kontrolle bestimmt (Abszisse: Zeit in Stunden (h); Ordinate: LDH- bzw. CK-Aktivitat in
Units/Liter (U/l); Standardabweichung: +/- SEM; n = 4; Students t-Test fuUr gepaarte
Messungen, * p<0,05).

3.3.2 Klinisch chemische Analyse der TKIs mit verzogerter
Kontraktionskraftverminderung

Unter Gefitinib war die LDH-AKktivitat nicht erhdht, aber die CK-Aktivitat war unter
10 yM nach 96 h auf das 1,6fache erhdht. Die FBMEs unter Sunitinib wiesen
ebenfalls keine Erhdhung der LDH-Aktivitat auf, jedoch kam es unter Sunitinib 1 yM
nach 96 h (2,1fach) und unter Sunitinib 10 yM bereits nach 48 h (1,4fache) sowie
96 h (2,4fach) zu einer Erhdhung der CK-Aktivitat. Unter Imatinib 100 uM kam es
nach 48 h (1,3fach) zu einem Anstieg der LDH-Aktivitat und nach 96 h war sie wieder
im Bereich des Baseline-Wertes. Der CK-Wert war erst nach 96 h (1,9fach) erhoht.
Unter Lapatinib 150 yM kam es nach 48 h (4,1fach) zu einem Anstieg der LDH-
Aktivitat. Diese Erhéhung war zwar deutlich rlcklaufig, jedoch mit dem 1,7fachen
nach 96 h immer noch nachweisbar. Die CK-Aktivitat war nach 48 h (1,1fach) und
96 h (1,3fach) leicht erhoht. Obwohl die Messwerte der CK-Aktivitat unter den TKils
nach 96 h im Vergleich zu 48 h nahezu konstant geblieben (Ausnahme Lapatinib

150 uM) waren, waren sie durch den starkeren Abfall der Vehikelkontrolle signifikant.
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Abb. 22: Darstellung der LDH- und CK-Aktivitat fiir TKIs mit verzogerter
Kontraktionskraftverminderung

Gezeigt ist die LDH- und CK-Aktivitdt des Mediums zu den Zeitpunkten Baseline, 48 und
96 h. Signifikanzen wurden zu den entsprechenden Vehikelkontrollen bestimmt
(Standardabweichung: +/- SEM; n = 4; Students t-Test fiur gepaarte Messungen, * p<0,05).

3.3.3 Klinisch chemische Analyse der TKls mit akuter
Kontraktionskraftverminderung

Die FBMEs unter Sorafenib 100 yM wiesen nach 48 h eine Erhéhung der LDH-
Aktivitdt um das 1,8fach auf, welche nach 96 h nicht mehr nachweisbar war.
Ebenfalls konnte eine Erhéhung der CK-Aktivitat nach 48 h (2,1fache) und 96 h
(2,3fache) beobachtet werden. Es zeigte sich ein Anstieg der LDH-Aktivitat nach 48 h
unter Lestaurtinib 10 uM (1,5fach) und 100 pyM (4,6fach), jedoch keiner nach 96 h.
Unter Lestaurtinib 1 yM und 10 uM wurde eine Erhéhung der CK-Aktivitat nach 96 h

64



Ergebnisse

um das 1,5fach bzw. 2fache nachgewiesen. Unter Lestaurtinib 100 yM kam es nach
48 h bzw. nach 96 h zu einer Erhdhung um das 1,2fach bzw. 1,7fache. Unter
Vandetanib 10 yM zeigte sich eine erhdhte LDH-Aktivitat nach 96 h (2,8fache),
wohingegen Vandetanib 100 yM bereits nach 48 h eine Erhdhung um das 4,8fache
aufwies. Eine Erhdhung der CK-Aktivitat trat unter Vandetanib 10 uM erst nach 96 h
(2,1fache) auf. Diese war unter Vandetanib 100 uM bereits nach 48 h (1,5fache)
erhoht und stieg bis zum Zeitpunkt 96 h (1,8fache) an. Unter allen TKIs zeigte sich
nach 96 h ein Abfall bzw. ein konstanter Messwert der CK-Aktivitat im Vergleich zum
Zeitpunkt 48 h.

LDH-Messung
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= 400- Vehikelkontrolle DMSO 1%
%- Lestaurtinib 1 pM
‘S 300+ Lestaurtinib 10 uM
2 = Lestaurtinib 100 yM
< 200- Sorafenib 10 uM
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Abb. 23: Darstellung der LDH- und CK-Aktivitat fiir TKls mit akuter
Kontraktionskraftverminderung

Gezeigt ist die LDH- und CK-Aktivitdt des Mediums zu den Zeitpunkten Baseline, 48, und
96 h. Signifikanzen wurden zu den entsprechenden Vehikelkontrollen bestimmt
(Standardabweichung: +/- SEM; n = 4; Students t-Test flr ungepaarte Messungen, * p<0,05).
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3.4 Westernblot

3.4.1 Pathscan Antikorper-Cocktail
Fir das Westernblot-Verfahren wurde initial ein Antikdrper-Cocktail verwendet.

Dieser ermdglicht die gleichzeitige Betrachtung ausschlieldlich der phosphorylierten
Zustande der p90RSK, Akt, ERK1/2 und der S6 Kinase. Die Auswertung erfolgte in
diesem wie in allen folgenden Blot-Analysen anhand jeweils eines biologischen

Replikates je untersuchter Konzentration. Aus diesem Grund war keine statistische

Auswertung moglich. Bei
Initiationsfaktor 4E (elF4E)

Phosphorylierungszustand  zur

dem Antikorper-Cocktail

als Ladekontrolle,

diente der eukaryotische

der unabhangig von seinem

Darstellung kam. Er spiegelte deshalb die

Proteinmenge wider, auf die eine Normalisierung der anderen Proteine erfolgte.
Vorweggenommen werden muss, dass die Bande der p90RSK sogar bei den
Kontrollen nur schwach ausgepragt war, weshalb sie nicht zur Auswertung der

Westernblots (Abb. 24) herangezogen wurde. Auf sie wird im Folgenden nicht naher

eingegangen.

A DMSO Imatinib Gefitinib Dasatinib
CTR 01% 10pM 100pM 1pM_ 10pM  1pM_ 10uM
75 kDa — p9O0RSK
— — — — — — Akt
50 kDa —
G e w.» ERK1
—— C—
37kD2 — — a— E— — C— S— o ERK2
--- T T e S6
25D — S - S — —  cIF4E
B DMSO Lestaurtinib DMSO Sunitinib Lapatinib
CTR 1%  10pM  100pM  01% 1pM_ 10pM  15pM 150 uM
75 kDa — P90RSK
Vi a— — — - S— Akt
50 kDa —
\ — — E— ERK1
37 kDa — " — — — — —_— ERK2
W — — A d S6
25kDa —
G P — —— — elF4E
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C CTR DMSO Vandetanib DMSO Sorafenib Erlotinib
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Abb. 24: Westernblot-Analyse anhand des Pathscan Antikorper-Cocktails
Dargestellt sind die Westernblot-Analysen der flir 96 h inkubierten FBMEs. In einigen Fallen
(z.B. Imatinib und Lestaurtinib 100 pM) wurde eine deutliche Abschwachung der
Ladekontrolle (elF4E) festgestellt. Grund hierflir ist, dass die praanalytisch gemessene
Gesamtproteinkonzentration  wesentlich auf das extrazellulare Protein  (Fibrin)
zurtckzufihren ist und nicht auf das zellulare Protein. Die mitgeflihrten Vehikelkontrollen
wichen zu keinem Zeitpunkt von den ebenfalls mitgeflhrten Kontrollen ab und waren auch
zwischen den Gelen konstant. Die MolekllgrofRe ist in Kilodalton (kDa) dem linken, die
zugeordnete Kinase dem rechten Rand der Abbildung zu entnehmen.

Bei der Auswertung der Proteinextrakte der FBMEs lie3en sich die Ergebnisse in drei

Kategorien gliedern:

(i) Es bestand kein Unterschied zu den Proteinextrakten der Kontroll-FBMEs.

(i) Es kam zu einer Signalabschwachung der Banden Akt, ERK1/2 und/oder
der S6 Kinase ohne Abschwachung der Ladekontrolle (elF4E).

(i)  Es kam zu einer Signalabschwachung der Banden Akt, ERK1/2 und der S6

Kinase sowie der Ladekontrolle (elF4E).
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Eine Ubersicht, welche TKiIs in welche Kategorie einzuordnen waren, gibt Tabelle 6.

Keine Abschwachung der Zusatzliche Abschwachung
Abschwachung Banden der der Banden der

der Banden Phosphoproteine Ladekontrolle (elF4E)

TKI ohne Kontraktionskraftverminderung

Dasatinib 1 uM Akt, ERK 1, S6 Kinase

Dasatinib 10 uM Akt, ERK 1, S6 Kinase

Erlotinib 100 pM Akt, ERK 1, S6 Kinase

TKI mit verzégerter Kontraktionskraftverminderung

Gefitinib 1 yM X

Gefitinib 10 uM X

Imatinib 10 yM X

Imatinib 100 yM Akt, ERK 1/2, S6 Kinase X
Lapatinib 15 uM X

Lapatinib 150 uM Akt, ERK 1/2, S6 Kinase X
Sunitinib 1 pM X

Sunitinib 10 uM Akt, ERK 1/2, S6 Kinase X

TKI mit akuter Kontraktionskraftverminderung

Lestaurtinib 10 uM Akt, ERK 1, S6 Kinase

Lestaurtinib 100 uM Akt, ERK 1/2, S6 Kinase X
Sorafenib 10 uM X

Sorafenib 100 uM Akt, ERK 1/2, S6 Kinase X
Vandetanib 10 uM Akt, ERK 1, S6 Kinase

Vandetanib 100 uM Akt, ERK 1/2, S6 Kinase X

Tab. 6: Einordnung der TKIs anhand der Signalabschwachung im Westernblot-
Verfahren

Dargestellt sind die neun TKiIs in der hdchsten und zweithochsten Konzentration. Die Tabelle
stellt die Signalabschwachung der Banden des Pathscan Antikérper-Cocktails im
Westernblot dar. Die TKls wurden anhand ihrer Auswirkung auf die Kontraktionskraft
eingeteilt.

Im Falle einer Abschwachung der Banden der Phosphoproteine kam es stets zu
einer deutlich geringeren Abschwachung der Bande von ERK2 im Vergleich zu
ERK1. Keiner der TKls qilt als direkter Inhibitor einer der drei genannten Kinasen
(Akt, ERK1/2, S6 Kinase).

Es folgten weitere Westernblot-Analysen, um die Aktivitat der p38 mitogen-activated
protein kinase (p38 MAPK) und der microtubule associated protein 1 (MAP1) light
chain 3 (LC3) kinase zu bestimmen.
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3.4.2 p38 MAPK
Der Einfluss der TKls auf die p38 MAPK wurde nach 2-stindiger Inkubationszeit

untersucht. Gemessen wurden zum einen das Gesamtprotein (p38 MAPK), zum

anderen nur die phosphorylierte Form (pp38 MAPK).

CTR DMSO Dasatinib Erlotinib Lapatinib Imatinib Gefitinib
A 0,1% 1% 1pM_ 10pM  10pM 100 pM 15uM 150 UM 10pM  100LM  1pM_ 10 UM

S — ————— ——————— 38 \APK

35 kDa —

- — pp38 MAPK
35 kDa —
CTR DMSO Sunitinib Lestaurtinib Sorafenib Vandetinib
B 0,1% 1% 1uM  10uM 10pyM  100pM 10pM 100 pM  10puM 100 uM

35 kDa —

| — s pp38 MAPK
35 kDa —

Abb. 25: Analyse des Gesamtproteins sowie der phosphorylierten Form der
p38 MAPK

Gezeigt sind die Banden des Gesamtproteins (p38 MAPK) sowie die der phosphorylierten
Form (pp38 MAPK). Die Banden der p38 MAPK wurden in A und B fir alle TKils
gleichermalien nachgewiesen. Eine konstante Beladung der Gele mit Protein sowie eine
konstante Expression von p38 MAPK war daher anzunehmen. Die MolekilgréRe ist in
Kilodalton (kDa) dem linken, die zugeordnete Kinase dem rechten Rand der Abbildung zu
entnehmen. Der unter dem Blot-Verfahren aufgetretende Versatz der Banden wurde durch
Bildbearbeitung korrigiert und kenntlich gemacht (vertikaler Balken).

In A und B der Abbildung 25 zeigte sich flr die FBMEs unter DMSO ein im Vergleich
zur Kontrolle schwacheres Signal fir pp38 MAPK. Unter Dasatinib, Sunitinib und
Sorafenib zeigte sich eine verringerte Phosphorylierung. Eine starkeres Signal fur die
pp38 MAPK wurde eindeutig fur Erlotinib 100 uM, Imatinib 100 yM, Lestaurtinib
10 uM und Vandetanib 100 uM nachgewiesen. Eine Konzentrationsabhangigkeit war
nur unter Imatinib und Vandetanib zu beobachten. Die Intensitat der Banden unter
Gefitinib und Lapatinib waren weit weniger unterschiedlich zu den Kontrollen als die
der zuvor genannten TKils. Unter Lapatinib war ein konzentrationabhangiger Effekt

ZU vermuten.
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3.4.3 LC3-lI-/LC3-I-Westernblot
Die LC3-Kinase ist ein wichtiger Bestandteil des Aktivierungsweges der Autophagie.

Der Ubergang von der zytoplasmatischen (LC3-l) zur kovalent an die Membran der
Autophagosomen gebundenen Form (LC3-Il) initiiert die Autophagie. Da diese
Initiation mit einem veranderten Laufverhalten im Westernblot einhergeht, eignet sich
der Quotient (LC3-II/LC3-1) als Indikator fur die Autophagieaktivierung. Als
Referenzwert diente der Quotient der Vehikelkontrollen. Dieser war fur DMSO 0,1%
(LC3-II/LC3-1 = 0,5) und 1% (LC3-Il/LC3-I = 0,5) im Vergleich zur Kontrolle (LC3-
[I/LC3-I = 0,2) leicht erhéht (Abb. 26). Fur alle TKIs, die zu einer Abnahme der
Kontraktionskraft fuhrten, konnte eine deutliche Zunahme des LC3-II/LC3-I-
Quotienten nachgewiesen werden (1,8-16,4). Hervorzuheben ist zusatzlich, dass es
sich hierbei mit Ausnahme von Lestaurtinibb um konzentrationsabhangige

Veranderungen des LC3-II/LC3-I-Quotienten handelte.

A CTR DMSO Dasatinib Erlotinib Lapatinib
0,1% 1% 1pgM  10uM  10uM  100uM  15uM 150 UM
15kDa— W_—- - e me - : Lca
s A - cadi
0,2 0,5 0,5 0,6 1,1 0,4 0,4 1,2 7,0  LC3-I/LC3-l
B CTR Imatinib Gefitinib Sunitinib Lestaurtinib
10uM  100uM  1uM 10 uM 1M 10 uM 10puM 100 uM
15 kDa — —_—_— : -~ “ - LC3
—— LC3-I
0,2 1,0 0,7 2,0 0,7 16,4 9,4 5,8 LC3-l/LC3-I
C CTR Sorafenib Vandetanib
10pM  100pM  10uM 100 M
15kDa— LC3-l
- LC3-II
0,1 0,3 1,8 6,3 71 LC3-I/LC3-I

Abb. 26: Analyse der Autophagie anhand des LC3-Il/LC3-I-Quotienten

Dargestellt sind die Banden von LC3-1 und LC3-II, deren Quotient als Mal flr die Aktivierung
der Autophagie herangezogen werden kann. Die Bandenstarke wurde densitometrisch
ermittelt und die Quotienten errechnet. Untersucht wurde je ein gepooltes biologisches
Replikat.

70



Ergebnisse

3.5 Elektronenmikroskopie
Die Elektronenmikroskopie wurde als Verfahren zur Beurteilung der Ultrastruktur der

FBMEs gewahlt. Sie ermoglichte unter anderem eine Betrachtung der Desmosomen,
Mitochondrien und der Sarkomerstruktur. Zu diesem Zweck wurden zuerst
Semidunnschnitte und anschlieBend Ultradinnschnitte von den FBMEs in
Langsrichtung angefertigt. Die TKils, die keine Kontraktionskraftverminderung zeigten
(Dasatinib und Erlotinib), wurden in der hochsten Konzentration untersucht, wahrend

bei allen anderen die 10fach niedrigere Konzentration analysiert wurde.

3.5.1 Kiriterien der elektronenmikroskopischen Beurteilung
Die elektronenmikroskopische Beurteilung erfolgte nach folgenden Aspekten:

Sarkomerstruktur, Z-Linie, Mitochondrien, Autophagie, Multilammelare-Korperchen
(MLKs) und Zebra-Korperchen (ZKs). Kriterien, die auf eine gute Sarkomerstruktur
hindeuteten, waren das Auftreten von mehreren Sarkomerbindeln nebeneinander
mit gut ausgebildeten anisotropen- und isotropen-Banden und paralleler Anordnung

der Sarkomeruntereinheiten von benachbarten Bilndeln. Des Weiteren ein

gleichmaliger Durchmesser innerhalb einer Z-Linie und die Gleichformigkeit der Z-
Linien in einem Praparat (Abb. 27, DMSO 0,1%).
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Vandetanib™0: iV

K

Abb. 27: Darstellung der Sarkomerstruktur ausgewahlter FBMEs

Die exemplarisch gezeigten elektronenmikroskopischen Aufnahmen zeigen die exzellente
(DMSO 0,1%) Sarkomerstruktur sowie die Veranderungen unter dem Einfluss der TKis.
Legende: Myofibrillen (MF), Sarkomer (S), anisotrope-Bande (A), isotrope-Bande (), Z-
Bande (Z), deutlich verbreiterte Z-Bande (ZZ), die Kardiomyozyten umgebene Fibrinmatrix
(Ma), Multilamellares-Kérperchen (MLK), offenbar sich im Umbau zum MLK befindliche
Mitochondrien (praMLK), Zebra-Kérperchen (ZK)

Als Kriterien fur eine geschadigte Struktur der Mitochondrien wurden Defekte der
Binnenstruktur, Vakuolen und/oder elektronendichte Einschlusskorperchen gewertet.
Zusatzlich wurde die Haufigkeit von MLKs (wahrscheinlich Degenerationsprodukte
der Mitochondrien) und Autophagie beurteilt. In Abbildung 28 sind exemplarisch die

Beurteilungskriterien veranschaulicht.
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S

)

FOS (S S
Lestaurtinib 10 uM

Abb. 28: Uberblick iiber mitochondriale Verdnderungen und Autophagie
anhand ausgewahiter FBMEs

Die Mitochondrien zeigten unter DMSO 0,1% eine exzellente Struktur, und die Haufigkeit von
Autophagosomen war sehr niedrig. Exemplarisch sind die Veranderungen durch TKls auf
diese Parameter gezeigt.

Legende: Exzellente Mitochondrien (Mi), gestorte Binnenstrukktur der Mitochondrien (BMi),
elektronendichte Einschlisse (E), Vakuolen (V), Riesenmitochondrien (RMi), Multilamellares-
Korperchen (MLK), Zebra-Kérperchen (ZK), Residualkérperchen (RK)
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3.5.2 Zusammenfassung der elektronenmikroskopischen Beurteilung
Die Tabelle 7 fasst die elektronenmikroskopisch beobachteten Ergebnisse

Zusammen.

Probe Sarkomere Z-Bande Mitochondrien Autophagie MLK ZK

Sorafenib
10 uM
Sunitinib
1 uM
Imatinib
10 uM
Dasatinib
10 uM
Gefitinib
1 uM
DMSO
1%
Erlotinib
100 uM
Vandetanib
10 uM
Lestaurinib
10 uM
Lapatinib
15 uM

Legende Qualitdt  Quantitat

- Gering Fehlt
+ MaRig Niedrig
++ Gut MaRig
+++
++++

Tab. 7: Ubersicht der elektronenmikroskopischen Ergebnisse

Dargestellt ist ein vereinfachter Uberblick ausgewahlter Veranderungen. Fiir jeden TKI wurde
ein biologisches Replikat verwendet. Dieser Uberblick basiert auf der Auswertung von
Pradeep Luther.

Die Qualitat der Sarkomerstruktur/Z-Bande war unter den Kontrollbedingungen

unterschiedlich und insbesondere bei DMSO 0,1% sehr gut. Im Vergleich zu den
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Vehikelkontrollen wurde bei allen TKils eine deutlich schlechtere Sarkomerstruktur/Z-
Bande beobachtet. Hervorzuheben ist die sehr schlechte Sarkomerstruktur bei
Vandetanib und Erlotinib. Unter Lestaurtinib zeigte sich zusatzlich ein deutlich
haufigeres Auftreten von Zebra-Korperchen bzw. Leptomeren (Abb. 27). Selten
waren sie auch unter Erlotinib und DMSO 0,1% zu beobachten. Hierbei handelt es
sich moglicherweise um degenerierte Sarkomere. Die Funktion von Zebra-
Korperchen ist jedoch noch weitestgehend unklar (Dedkov et al. 2007). Sie kommen
vereinzelt physiologisch im Herzen sowie in quergestreifter Muskulatur vor (Zierz &
Jerusalem 2003).

Die Mitochondrienstruktur war ebenfalls besonders gut ausgepragt unter 0,1%
DMSO im Vergleich zu den anderen Kontrollen. Bei allen TKls war die
Mitochondrienstruktur deutlich schlechter und die Haufigkeit der MLKs (vermutlich
eine Form der Mitochondriendegeneration) hoher als bei den Kontrollen.
Hervorzuheben ist die sehr schlechte Mitochondrienstruktur, kombiniert mit dem sehr
haufigen Auftreten von MLKs bei Dasatinib. Die Autophagieaktivitat wurde in den
elektronenmikroskopischen Praparaten anhand der Haufigkeit von Autophagosomen
bzw. Autophagolysosomen beurteilt. Hierbei stellte sich heraus, dass sie bei allen
TKIs deutlich erhdht war. Hervorzuheben ist die sehr hohe Autophagieaktivitat bei

Lestaurtinib, Vandetanib und Lapatinib.

In der Zusammenschau der Ergebnisse lassen einige Befunde eine spezifische
Toxizitat vermuten (Mitochondriendefekte bei Dasatinib, sarkomerische Degeneration
bei Lestaurtinib). Bei den meisten anderen TKIs ergibt sich ein Bild aus
sarkomerischer/mitochondrialer Degeneration und vermehrter Autophagie. Eine
wichtige offene Frage in diesem Zusammenhang ist der primare toxische Effekt.
Kommt es durch vermehrtes Anfallen von dysfunktionellen
sarkomerischen/mitochondrialen Strukturen zu einer Aktivierung der Autophagie oder
ist eine unphysiologisch gesteigerte Autophagie die Ursache fur eine

sarkomerische/mitochondriale Schadigung?
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4 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es zu untersuchen, ob es anhand von FBMEs aus neonatalen
Rattenherzzellen mdoglich ist, die Kardiotoxizitat von TKIs zu beschreiben und ob
dieses in vitro Modell dazu beitragen kann, die TKl-vermittelte Kardiotoxizitat besser
zu verstehen. Hierfur wurden neun Kinaseinhibitoren untersucht. Klinisch ist fur
sieben von ihnen das Auftreten einer linksventrikularen Dysfunktion beschrieben
worden (Chen et al. 2008; Eschenhagen et al. 2011). Ein Vergleich der gewonnenen
Daten mit klinisch evaluierten Ergebnissen zur LVDF sollte eine Einordnung des
Messsystems fur die Beurteilung dieser Medikamentengruppe ermdglichen. Den
Schwerpunkt der Analyse bildete die video-optische Bestimmung der

Kontraktionskraft.

4.1 TKils und Kardiotoxizitat
Obwonhl mittlerweile acht der neun TKIs zugelassen sind (Vandetanib ausschliellich

durch die FDA), existiert nur fur Sunitinib eine sichere klinische Datenlage, die die
Kardiotoxizitat eindeutig feststellt (Force & Kolaja 2011). Eine weitere grold angelegte
Studie fur Lapatinib erbrachte den Nachweis einer geringeren Kardiotoxizitat (Perez
et al. 2008). Die Patienten wurden allerdings zuvor mit Trastuzumab, einem
humanisierten monoklonalen Antikorper behandelt, weshalb eine eindeutige
Beurteilung von Lapatinib nicht moglich ist. Fur alle Ubrigen zugelassenen TKils
existieren ausschliel3lich Fallstudien und Phase IlI-Studien limitierter GroRe, mit
denen eine prazise Beurteilung der linksventrikularen Funktion nicht madglich ist
(Force & Kolaja 2011). Mit groRerer Wahrscheinlichkeit wird die Kardiotoxizitat vieler

TKIls eher unterschatzt. Griinde hierfur sind:

(i) Patienten mit kardiovaskuldren Komorbiditaten, die naturgemald fur
kardiale UAWs empfanglicher sind, werden von den Studien
ausgeschlossen (Force et al. 2007).

(ii) Die Studien umfassen einen zu kurzen Zeitraum, um langfristige
Nebenwirkungen zu erfassen (Force et al. 2007).

(i)  Innerhalb der Studien ist bisher keine systematische Untersuchung der

kardialen Pumpfunktion durchgeflihrt worden (Force & Kolaja 2011).
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Die in der Einleitung zu jedem Medikament dargestellten kardialen Nebenwirkungen
machen deutlich, welche Rolle die Kardiotoxizitat flr die Zulassung solcher
Medikamente spielt. Der Mechanismus der TKIl-vermittelten LVDF ist unklar und
derzeitige Einschatzungen gehen davon aus, dass es sich nicht um einen

einheitlichen Mechanismus handelt (Force et al. 2007).

4.2 Korrelation der klinischen Kardiotoxizitat (LVDF) und den
Ergebnissen der in vitro Screening-Plattform
Zur Klarung der Frage, ob es mit Hife von FBMEs aus neonatalen

Rattenkardiomyozyten als in vitro Modell moglich ist, kardiotoxische Effekte
darzustellen, wurde ein multimodales Auswertungssystem gewahlt, in dem neben der
Kontraktionskraft  histologische, enzymchemische und proteinbiochemische
Parameter evaluiert wurden. Die Planung beinhaltete auch die Untersuchung hoher
Konzentrationen, um die moéglicherweise geringe Empfindlichkeit des Messsystems
gegenuber TKI-bedingten Effekten, die unter klinischen Bedingungen teilweise erst
nach Monaten bis Jahren auftreten (Orphanos et al. 2009), sichtbar zu machen.
Neben der kurzeren Dauer des Beobachtungszeitraums sind andere Grinde zu
nennen, die eine geringere Empfindlichkeit des Messsystems bedingen. Im Modell
werden neonatale Rattenherzzellen verwendet, wohingegen die klinischen
Untersuchungen am Menschen durchgefuhrt wurden. Das glukosehaltige
Zellkulturmedium, in dem Zellen vermehrt Glykolyse betreiben, macht sie weniger
anfallig fur oxidativen Stress, einen mdglichen Mechanismus der TKI-vermittelten
Kardiotoxizitat (Force & Kolaja 2011). Aufgrund der hohen Lipophilie (Tab. 2) und der
geringen Loslichkeit der TKls in wassrigen Losungen musste bei einigen TKIis die
Konzentration des Vehikels (DMSO) auf 1% eingestellt werden, damit der
Versuchsaufbau umgesetzt werden konnte. Dadurch wurde flr Erlotinib, Lapatinib
und Vandetanib nur eine maximale Konzentration im Bereich des 10-100fachen von
Cmax erzielt. Fur Lestaurtinib war trotz dieser Anpassung nur eine Cnax im Bereich
des 1-10fachen zu erreichen. Obwohl diese uneinheitliche Auswahl an
Konzentrationen bestand, ergab die Analyse der FBMEs interessante Korrelationen
zwischen dem Auftreten von LVDF unter klinischen Bedingungen und den
Testparametern im FMBE Messsystem. Als Parameter haben sich die Befunde in

Tabelle 8 herauskristallisiert.
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FBME- Autophagie
1 SIS Kontraktilitat | im WB
Autophagi
Gefitinib X X utophagiet
Sarkomere|
Autophagi
Erlotinib utophagiet
Sarkomere|
Autophagi
Lapatinib X X XX X utophagie(t
Sarkomere|
Autophagi
Imatinib X X X X utophagie?
Sarkomere|
Mitochondriale
ini Dysfunktion/
Dasatinib X Botohaclsr
Sarkomere|
Autophagi
Sunitinib X X XX utophagie?
Sarkomere|
Autophagi
Sorafenib X X X X utophagie?
Sarkomere|
Autophagi
Vandetanib X X XX X utophagief?
Sarkomere|
Zebra-
. Korperchen
Lestaurtinib X X XX X T —
Sarkomere |

Tab. 8: Zusammenschau der aussagekraftigen Parameter zur Evaluation des
Messsystems

Dargestellt sind die wesentlichen Befunde, die mit dem klinischen Auftreten der LVDF
korrelieren. Besondere elektronenmikroskopische Befunde sind hervorgehoben. WB,
Westernblot; LDH, Laktatdehydrogenase; EM, Elektronenmikroskopie

Wahrend die Kontraktilitat, die Autophagie im Westernblot (LC3-Ratio) und die
Veranderungen der LDH-Konzentration gut zu quantifizieren sind, fallt dies fur die
elektronenmikroskopischen  Veranderungen  schwer. Die  Auswahl der
Beurteilungskriterien fiel daher auf im Vergleich zu den Kontrollen eindeutige

Veranderungen. In den folgenden Abschnitten wird auf Tabelle 8 naher eingegangen.

4.2.1 Kontraktilitat
Die Eingangsuntersuchung stellte die Beurteilung der Kontraktilitat dar. Hierbei zeigte

sich ein Verlust in Gegenwart von allen TKiIs, die im klinischen Gebrauch mit einer
LVDF assoziiert sind, mit Ausnahme von Dasatinib. Auf der anderen Seite traten

verminderte Kontraktionskrafte auch in Gegenwart von Gefitinib auf, ohne dass flr

78



Diskussion

diesen Wirkstoff eine LVDF beschrieben ware (Tab. 8). Erganzt wurden die
Kontraktilitaitsmessungen durch die Bestimmung der LDH-Aktivitat im Uberstand.
Tyrosinkinase-Inhibitoren, die eine Verminderung der Kontraktionskraft bewirken,
fuhrten zum grof3en Teil (mit Ausnahme von Gefitinib und Sunitinib) auch zu einer
Freisetzung von LDH. Diese Korrelation deutet darauf hin, dass die Verminderung
der Kontraktionskraft durch einen zytotoxischen Effekt hervorgerufen wurde. Die
Messung der CK ergibt in diesem Zusammenhang keinen weiteren Aufschluss, da
sie sich als zu empfindlich darstellt und nicht mit der Verminderung der
Kontraktionskraft korreliert. Die LDH-Freisetzung ist mit groRer Wahrscheinlichkeit
Folge des Zelltods. Allerdings suggeriert die Kinetik der LDH-Freisetzung einen
zytotoxischen Effekt bereits nach 48 und nicht nach 96 h. Eine mdogliche
Schlussfolgerung aus dieser Beobachtung ist, dass der Zeitpunkt fur die weiteren
Analysen (Histologie, Elektronenmikroskopie, Westernblot-Verfahren) retrospektiv
nicht optimal gewahlt worden ist. Eine Besonderheit, auf die noch weiter
eingegangen werden soll, ist das Sistieren der spontanen Kontraktionen innerhalb
von 2 Stunden unter Lestaurtinib, Sorafenib und Vandetanib. Dies konnte ein
Hinweis fur einen besonders potenten kardiotoxischen Effekt sein, allerdings wurde
unter Sunitinib, welcher als besonders kardiotoxischer TKI eingestuft wurde
(Orphanos et al. 2009), kein solcher Effekt beobachtet. Vielmehr spricht die
Beobachtung daflr, dass in diesen Fallen ein Signalweg moduliert wurde, der
kardiomyozytare Kontraktilitdt inhibiert. Ein spezieller Signalweg, der hierfur
verantwortlich sein konnte, ist nicht bekannt. Auffallig war allerdings die Ahnlichkeit
der Kinetik des Kontraktilitatsverlustes in unseren Versuchen und in einer 2005
veroffentlichten  Studie. Hierin  untersuchten Bernstein et al. (2005) die
kardioprotektive Wirkung von beta-2-Rezeptoren. Der Vergleich zwischen Wildtyp-
Kontrollen und Knock-out-Mausen flr den beta-1- bzw. beta-2-Rezeptor zeigte, dass
die beta-2-Knock-out-Mause nach einer Doxorubicin-Intervention (15 mg/kg KG)
innerhalb von 30 Minuten an einem kardiogenen Schock starben. Funktionell konnte
dieses mit einer 20fachen Steigerung der p38 MAPK in Verbindung gebracht werden.
Durch Behandlung mit dem p38 MAPK-Inhibitor SB-203580 wurde dieser Effekt
aufgehoben. Ahnliche Beobachtungen an Wildtyp-Mausen unter der Behandlung mit
dem selektiven beta-2-Antagonisten ICI-118,551 bestatigten die Ergebnisse. Die
molekularen Mechanismen, wie durch die Aktivierung des beta-2-Rezeptors eine
Verminderung der p38 MAPK-Aktivitdt und damit die kardioprotektive Wirkung
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bewirkt wird, bleiben im Unklaren (Bernstein et al. 2005). Aufgrund der Ahnlichkeit
der zeitlichen Zusammenhange mit der beobachteten Kontraktionskraftverminderung
durch Lestaurtinib, Sorafenib und Vandetanib wurde untersucht, ob eine vermehrte
Aktivitat der p38 MAPK nachweisbar ist. Gegen die These des beta-2-Rezeptor-
vermittelten  Kontraktilitatsverlustes spricht, dass sich das Ausmall der
Kontraktionskraftverminderung unter Gabe von Doxorubicin in Anwesenheit eines
TKls nicht veranderte. Einen Einfluss von Doxorubicin konnte in der Studie von
Bernstein et al. (2005) hingegen gezeigt werden. Die Ergebnisse des pp38 MAPK-
Westernblots zeigten, dass eine Zunahme der aktivierten Form mit diesen drei TKls
nicht  eindeutig assoziiert ~war.  Wahrend unter  Vandetanib  eine
konzentrationsabhangige Zunahme der phosphorylierten p38 MAPK vermutet
werden kann, zeigte sich dieses Bild unter Sorafenib und Lestaurtinib nicht. Auf der
anderen Seite wurde eine substantielle Verstarkung des Signals fur die pp38 MAPK
unter Imatinib und Erlotinib nach zweistlndiger Inkubation beobachtet. Diese flhrten
nicht zu einer akuten Verminderung der Kontraktilitat. Zusammenfassend ist eine
vermehrte Phosphorylierung der p38 MAPK teilweise zu beobachten, stellt jedoch
hdchstwahrscheinlich nicht den Mechanismus dar, der fur den schnellen Abfall der

Kontraktionskraft verantwortlich ist.

4.2.2 Beurteilung der histologischen und elektronenmikroskopischen
Ergebnisse

Fir die histologische Beurteilung der FBMEs (H&E, a-Actinin, Connexin-43) wurden
die Effekte der hochsten Konzentration der TKis beurteilt. Die deutlich schlechtere
zellulare Struktur fur Imatinib, Lapatinib, Lestaurtinib, Sorafenib und Vandetanib
unterstreicht die zytotoxische Wirkung dieser TKIs. Damit findet sich hier ein
morphologisches Korrelat fir den Anstieg der LDH-Aktivitdst im Uberstand.
Bemerkenswert ist, dass fur Sunitinib und Gefitinib histologisch keine substantielle
Zytotoxizitat und kein LDH-Anstieg nachgewiesen werden konnte. Insgesamt gaben
die histologischen Aufnahmen allerdings nur einen sehr oberflachlichen Eindruck von
der Zellstruktur, sodass die Aussagekraft dieser Untersuchung eingeschrankt ist.
Eine detailliertere Analyse war durch die elektronenmikroskopische Analyse mdglich.
Hierbei wurde eine sarkomerische Degeneration mit schlechter Ausbildung der A-

und I-Banden sowie der Z-Linien beobachtet. Weitere Befunde waren mitochondriale
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Schadigungen und eine gesteigerte Autophagie. Diese Veranderungen waren
prinzipiell fir alle TKls nachweisbar, wobei graduelle Unterschiede bestanden
(Tab. 7), die aber nicht auf einen spezifischen primaren Effekt schlieRen lassen.
Hiervon ausgenommen waren die sehr haufigen mitochondrialen Veranderungen mit
Ausbildung von Multilammelaren-Koérperchen (MLK) unter Lapatinib, Vandetanib,
Lestaurtinib und insbesondere Dasatinib und die sarkomerische Degeneration mit
Auftreten von Zebra-Korperchen unter Lestaurtinib. Das Auftreten von MLKSs ist nicht
ganz einfach zu interpretieren, da sie unter physiologischen wie unter pathologischen
Bedingungen auftreten konnen (Schmitz & Muller 1991). Die im Rahmen dieser
Arbeit beobachteten MLKs sind wahrscheinlich degenerative Formen von
Mitochondrien. Es kann eine gewisse Korrelation zwischen dem Auftreten von MLKs
und Autophagie vermutet werden (Tab. 7). Dass das Auftreten von MLKs nicht mit
einer erhohten Autophagie (Daten des LC3-Westernblots) oder einer
Kontraktionskraftverminderung einhergehen muss, zeigt sich allerdings unter
Dasatinib. Dort treten keine Veranderung der Kontraktilitat oder Erhdhungen der
LC3-1l/l-Ratio auf.

Wie bereits erwahnt, ist Gber die Funktion der Zebra-Koérperchen (ZKs) wenig
bekannt und ihr Vorkommen in adultem Gewebe sehr selten (Dedkov et al. 2007).
Sie sind vereinzelt bei einigen neuromuskularen Erkrankungen beschrieben (Zierz &
Jerusalem 2003), treten z.B. auch beim Morbus Fabry auf (Tabira et al. 1974) oder
stellen eine eigene Erkrankungsentitat (Zebra-Korperchen-Myopathie) dar (Zierz &
Jerusalem 2003). Die Studie von Dedkov et al. (2007) legt einen Zusammenhang
des Auftretens von ZKs und der Myofibrillogenese nahe. In einem Infarktmodell an
Ratten zeigte sich dort im Grenzbereich des Infarktes eine erhdhte Dichte an ZKs.
Eine Assoziation von ZK-Auftreten und kardialem Remodeling wurde vermutet,
wohingegen ein direkter Ubergang von ZKs zu Myofibrillen nicht beobachtet werden
konnte. In degenerierenden Kardiomyozyten wurden hingegen keine ZKs gefunden.
In diesem Zusammenhang interessant  ist  die Reversibilitat  der
Kontraktionskraftverminderung unter Lestaurtinib und dem Auftreten der ZKs. Diese
Reversibilitdat wurde zwar unter Vandetanib ebenfalls beobachtet (hierunter wurden
keine ZKs beobachtet), war jedoch nicht so deutlich wie unter Lestaurtinib. Sollten
ZKs fur die Myofibrillogenese und damit die Kontraktilitat eine Rolle spielen, dann

waren die Beobachtungen unter Lestaurtinib hiermit gut Ubereinzubringen. Zu
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berucksichtigen ist, dass in in vitro Modellen unter bestimmten Bedingungen
(Zellkontakt mit kunstlichem Substrat, Verlust interzellularer Kontakte, fehlende
Vaskularisation sowie neurohumorale Kontrolle) das artifizielle Auftreten von ZKs
beobachtet wurde (Dedkov et al. 2007). Dieses vermindert die Aussagekraft des
Modells bezlglich der ZKs, erklart jedoch nicht den Unterschied von Lestaurtinib zu

den ubrigen TKis.

4.2.3 Beurteilung der Autophagie
Autophagie ist neben dem Ubiquitin-Proteasom-System ein Mechanismus, mit dem

die Zelle Proteine und Organellen abbaut. Sie ist unter anderem fir den Erhalt des
Gleichgewichts zwischen Produktions- und Abbauprozessen sowie die Anpassung
an Stresssituationen (Kroemer & Levine 2008) verantwortlich. lhre Modulation spielt
eine wichtige Rolle in der Onkogenese (Kroemer & Levine 2008; Mizushima et al.
2008). Die starke Aktivierung der Autophagie in der Elektronenmikroskopie war der
primare Anhalt, diesen Befund weiter zu untersuchen. Um dies zu erharten, wurden
Westernblot-Analysen von zwei Konzentrationen jedes TKIls untersucht. Als Marker
der Aktivierung der Autophagie diente die Steigerung der LC3-ll/I-Ratio. Die
Westernblot-Analyse zeigte, dass sieben der neun TKIs eine substantielle
konzentrationsabhangige Steigerung der Autophagie aufwiesen. Interessanterweise
fallen die sieben TKls mit der starksten Steigerung der Autophagie genau mit denen
zusammen, fir die eine Verminderung der Kontraktilidt gemessen wurde. Diese
Korrelation wirft die Frage auf, ob eine Steigerung der Autophagie per se in der Lage
ist, die Kontraktilitdt zu vermindern, oder ob die vermehrte Autophagie vielmehr
durch vermehrtes Anfallen von dysfunktionellen Mitochondrien und/oder
sarkomerischen Proteinen verursacht ist. Ebenfalls bleibt ungeklart, ob die Zunahme
biochemischer (LC3-1l/l Ratio) und morhoplogischer Parameter der Autophagie
(Autophagosomen) auf eine primare Aktivierung der Autophagie oder aber auf eine
Hemmung des Abbaus der Autophagosomen und damit letztlich eine Hemmung des
Autophagie-Flusses zurtckgeht. Der lysosomale Verdau geht namlich mit dem
Abbau von LC3-II einher, sodass deutlich wird, dass die LC3-Il/I-Ratio nur die Anzahl
der Autophagosomen widerspiegelt (Mizushima et al. 2010). Dies ist wichtig, da eine
Blockade des Verdaus sowie der Fusion von Autophagosom und Lysosom somit

ebenfalls zu einer Erhéhung der LC3-Ratio fihren wirde. Erzielt werden kann dies
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beispielsweise durch Chloroquin, Bafilomycin A1 oder Pepstatin A (Tanida et al.
2005). Der Einfluss der TKls auf wichtige Regulatoren der Initiation der Autophagie
(Abb. 2) lasst zumindest die Steigerung der Autophagie als Ursache der Zunahme
wahrscheinlicher erscheinen. Diese Frage konnte beispielsweise durch die
Bestimmung des Autophagie-Flusses mittels einer Inhibition durch Bafilomycin A1
beantwortet werden. Unter Lestaurtinib sowie Sorafenib 100 uM zeigten sich im
Vergleich zu den anderen TKils deutlich schwachere Signale sowohl von LC3-| als
auch LC3-Il. Eine mdgliche Ursache konnte eine Upstream-Blockade z.B. durch
PI3K-Inhibition darstellen (Mizushima et al. 2010). Eine andere ware, dass eine
Induktion der Autophagie Uber einen langeren Zeitraum (mehr als 2 h) mit einer
Verminderung von LC3-ll einhergehen kann (Mizushima & Yoshimori 2007). Dies

zeigt, wie schwierig eine eindeutige Interpretation dieser Ergebnisse ist.

4.2.4 Fazit
Insgesamt stellt sich heraus, dass keiner der gemessenen Parameter als alleiniger

Marker mit der Schwere der LVDF im klinischen Einsatz exakt Ubereinstimmt.
Dennoch konnte ein Kontraktionskraftverlust flir die meisten TKls gezeigt werden, die
auch klinisch zumindest im Verdacht stehen, einen Einfluss auf die linksventrikulare
Pumpfunktion auszulben. Untermauert werden die Daten der Kontraktions-
verminderung durch die Ergebnisse der Aktivitatsbestimmung der LDH und
insbesondere durch die Westernblot-Ergebnisse der LC3-ll/I-Ratio. Ein falsch-
positives Ergebnis zeigte sich unter Gefitinib, das zu einer Kontraktionskraft-
verminderung fuhrte, aber im klinischen Einsatz bisher nicht mit einer LVDF
assoziiert war. Einschrankend lasst sich in diesem Zusammenhang das Argument
anfluigen, dass unter Gefitinib nur eine Verminderung und kein vollstandiger Verlust
der Kontraktionskraft festgestellt wurde. Ein falsch-negatives Ergebnis zeigte sich
unter Dasatinib. Dies ist interessant, da die Inhibition der ABL-Kinase zumindest
teilweise fur die kardialen Nebenwirkungen unter Imatinib verantwortlich zu sein
scheint (Fernandez et al. 2007) und es sich bei Dasatinib um einen 325fach
potenteren Inhibitor der ABL-Kinase handelt (Kantarjian et al. 2010). Als Erklarung
ware eine veranderte ABL-Kinase, ein abweichender Mechanismus der
Kardiotoxizitat von Ratte und Mensch oder ein zu kurzer Untersuchungszeitraum

vorstellbar. Zusatzlich ist zu bedenken, dass Dasatinib im therapeutischen
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Konzentrationsbereich wesentlich mehr Kinasen inhibiert als Imatinib (Karaman et al.
2008). Im Falle von Dasatinib koénnte die Klarung des Ursprungs der MLK von
gesondertem Interesse sein. |hr Auftreten konnte in keinem anderen FBME in
ahnlichem Ausmal beobachtet werden. Deutet man die MLKs als einen Hinweis fur
einen toxischen Effekt durch Degeneration der Mitochondrien, ware fir Dasatinib ein
Versuchsaufbau Uber einen langeren Zeitraum durchaus sinnvoll, da bei einem
langeren Beobachtungszeitraum eine Kontraktionskraftverminderung beobachtet

werden konnte, die bisher nicht beschrieben worden ist.

In der Zusammenschau der Befunde stellt sich die Frage, ob die Zunahme der
Autophagie ein primares Ereignis ist, das zu einer Schadigung von Sarkomeren und
Mitochondrien flhrt, oder ob die vermehrte Autophagie die Folge einer Zunahme an
dysfunktionalen sarkomerischen Proteinen und Mitochondrien ist. Die Vermutung,
dass aktivierte und/oder gestorte Autophagie zur Kardiotoxizitat einiger TKils
beitragen kénnte, wird durch Verdéffentlichungen, die die Modulation von Autophagie
als ein Wirkmechanismus der TKils diskutierten (Ullén et al. 2010; Huang et al. 2011),
unterstitzt. Um die Aussagekraft des in vitro Modells fur die Untersuchung von TKiIs
weiter zu verbessern, konnte die Evaluation neuer zusatzlicher Parameter (z.B.
kardiales Troponin T, Zellhypertrophie) von Nutzen sein. Das grofte Potential zur
Validierung der Messergebnisse bietet sicherlich die Kombination mehrerer
Parameter sowie der Einsatz unterschiedlicher Kardiomyozyten, inklusive
Kardiomyozyten aus humanen induzierten pluripotenten Stammzellen. Dieses Modell
ist mdglicherweise auch besser geeignet, proarrhythmische Effekte von TKls zu
erfassen. Hierfir sind Modelle aus Rattenherzzellen nicht gut geeignet, da
proarrythmische Effekte haufig Uber lonenkanalinteraktionen vermittelt werden und
hier sehr grol3e Unterschiede zwischen Menschen und Ratten/Mausen bestehen
(Nerbonne & Kass 2005).

4.3 Der Vergleich mit anderen in vitro und in vivo Modellen
Die praklinische Evaluation kardiotoxischer Wirkungen von Arzneimitteln ist nach wie

vor schwierig. Das Zusammenspiel aus biologischen Unterschieden zwischen den
Spezies (Mensch und Tier), Betrachtung kardialer Funktionen des Herzgewebes in

vitro und unphysiologische Stimuli bzw. Verhaltnisse (Zellkulturmedium, 3-D-Matrix
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bzw. Einzellkonglomerate etc.) machen eine direkte Ubertragbarkeit auf den
Menschen sowie die Feststellung klarer Ursache-Wirkungs-Beziehungen schwierig.
Flr biomedizinische Testverfahren gilt als ideale Komposition die Verbindung aus
hoher Durchsatzrate (high throughput) und grof3er Informationsdichte durch die
gleichzeitige Bestimmung vieler Parameter (high content, multi-parameter).
Zusatzlich ist es wunschenswert, physiologische oder physiologie-nahe Parameter
zu messen, da diese eine leichtere Interpretation der Messergebnisse erlauben. Eine
Annaherung an diese ideale Kombination ist insbesondere im Falle TKI-vermittelter
Kardiotoxizitdt winschenswert, wo kein einheitlicher Mechanismus der Toxizitat
vermutet wird (Force et al. 2007). Eine wichtige typische Einschrankung von in vitro
Testsystemen fiur Kardiotoxizitdt ist die Schwierigkeit, Kombinationen von
physiologischen Parametern Uber Tage bis Wochen unter standardisierten
Bedingungen zu messen (z.B. 2-D-Kulturen von primaren Kardiomyozyten, Piper et
al. 1988). An diesem Punkt setzt das FBME-Messsystem an, das die Mdglichkeit
bietet, neben der Kontraktionskraft weitere (histologische, enzymchemische und
proteinbiochemische) Parameter (high content, multi-parameter) Uber Wochen zu
analysieren. Durch das 24-Well Format ist ein akzeptabler Durchsatz erreicht
worden, jedoch handelt es sich im biomedizinischen Sinne noch nicht um eine hohe
Durchsatzrate. Zusatzlich bietet es die Perspektive, humane Kardiomyozyten fir
toxikologische Untersuchungen zu verwenden (Zimmermann & Eschenhagen 2007,
Schaaf 2011).

Alternativ bzw. erganzend zu den in vitro Testsystemen kommen praklinische in vivo
Systeme als Toxizitdtsmodell zur Anwendung. Vorteilhaft ist die Berlcksichtigung
des Arzneistoffmetabolismus (auch wenn es hier Unterschiede zum Menschen gibt),
des Herzens als ganzes Organ sowie der sich nicht primar auf das Herz
auswirkenden (z.B. Arteriosklerose, Bluthochdruck) Kardiotoxizitat. Nachteilig ist,
dass der gesamte Organismus Uber viele Kompensationsmechanismen verfugt, die
die Interpretation der Messergebnisse erschweren, und es liegt in der Natur der
Sache begrindet, dass keine in vivo Testsysteme mit menschlichem Myokard zur
Verfugung stehen. Wie bei allen praklinischen in vivo Verfahren ist deren
Anwendbarkeit auf den Menschen aufgrund der Unterschiede der Spezies
eingeschrankt. Trotzdem kdnnen viele, im Menschen medikamentds induzierte,

Ereignisse auch im Tiermodell nachgewiesen werden. In einer Studie mit 36 fur den
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Menschen kardiovaskular toxischen Medikamenten konnte eine Ubereinstimmung
zwischen Tier (Nager und Nicht-Nager) und Mensch in ca. 80% der Falle aufgezeigt
werden. Nager erwiesen sich im Vergleich zu anderen héheren Saugern als weniger
geeignet. So liegt die Ubereinstimmung in dieser Studie fir alle 150 getesteten
Medikamente und alle untersuchten toxischen Effekte bei ca. 71%. Nicht-Nagetiere
alleine weisen eine Ubereinstimmung in 63% der Falle auf, wahrend es bei
Nagetieren nur 43% sind (Olson et al. 2000). Diese geringere Konkordanzrate ist am
ehesten durch die Distanz zwischen Nagetieren, hdheren Saugetieren und
Menschen in der Phylogenese zu erklaren. Daran wird deutlich, wie wichtig die
Auswahl des Organismus fur die Pradiktion der toxischen Effekte ist. Umso wichtiger
scheint die Findung aussagekraftiger in vivo und in vitro Testverfahren, die
zusammengenommen eine moglichst hohe Sensitivitat und Spezifitat bedingen. Ein
Modell, das in den letzten 10 Jahren vermehrten Zulauf erfahrt, ist das des
Zebrafisches. Evolutionar bestehen zwischen Fisch und Sauger gro3ere Differenzen,
zumal der Fisch nicht Uber Lungen, Prostata, Haut und Brustdriisen verfligt. Neben
diesen vermeintlichen Unterschieden bzw. Nachteilen bietet das Modell des
Zebrafisches jedoch insbesondere im kardiovaskularen Bereich einige Vorteile. Die
Transparenz des Fisches ermoglicht eine direkte Beobachtung von Herzfunktion,
Frequenz, Rhythmus und Zirkulation (Kari et al. 2007). Da die Fischembryos auch
ohne intakte Zirkulation ca. eine Woche Uberleben kénnen, macht es sie fur den
Einsatz von anti- bzw. proangiogenetischen Medikamenten interessant (Chan et al.
2002; Seng et al. 2004). Des Weiteren zeigte eine Studie mit 10 fur die
Kardiotoxizitat gut charakterisierten Medikamenten eine hohe Konkordanzrate
zwischen Fisch und Mensch (Langheinrich et al. 2003). Dies bietet gute
Voraussetzungen fur die praklinische Analyse vermeintlich kardiotoxischer
Substanzen wie beispielsweise TKils. In der Studie von Cheng et al. (2011) wird das
Potential dieses Modells flr die Evaluation der TKIls hervorgehoben. So konnten
Hypothesen Uber den kardiotoxischen Mechanismus einzelner TKls aufgestellt
werden und klinisch-toxische von nicht-toxischen TKls unterschieden werden.
Weiterer wichtige Aspekte sind, dass Haltung sowie Zucht kostenglnstig sind und

das Verfahren gut automatisierbar ist (Kari et al. 2007).

Eine groflRe Herausforderung fir die Zukunft wird sein, aussagekraftige in vitro und in

vivo Screening-Plattformen zu etablieren. Die Kombination aus beidem hat das
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Potential, Tierversuche einzusparen und gleichzeitig fur den Menschen eine hohere

Sicherheit in der Medikamentenentwicklung zu gewahrleisten.

4.4 Ausblick
Die Weiterentwicklung praklinischer Testsysteme (in vitro wie in vivo) dient zum

einem dem Einsparen von Tierversuchen, zum anderen sollen UAWSs friihzeitig in der
Medikamentenentwicklung erkannt werden, wodurch die Sicherheit fir den
Menschen verbessert wird. Aufgrund der schwerwiegenden Folgen hat die frihe
Detektion von kardialen UAWs einen hohen Stellenwert in der Entwicklung neuer
Medikamente, jedoch sind die Moglichkeiten praklinischer Testsysteme bis heute
relativ limitiert. Das von Hansen et al. (2010) entwickelte Messsystem kann als
Bindeglied zwischen einfachen, meist sensitiveren, in vitro Systemen (z.B. human
ether-a-go-go related gene -uberexprimierende HEK 293 Zellen) und komplexeren in
vivo Modellen (Nagetier, Groltier oder Zebrafisch) betrachtet werden. Seine
Aussagekraft bzw. Limitation fur die Analyse von TKis ist Thema dieser Arbeit
gewesen. Es konnten einige Parameter im FBME-Messsystem identifiziert werden,
die mit dem Auftreten von LVDF korrelieren. Damit ist die Basis geschaffen, um
weitere Untersuchungen vorzunehmen. Nachste Schritte werden sein, die
molekularen Ursachen fur die beschrieben Effekte zu identifizieren. Hier sind in
erster Linie Zeitreihen notwendig, um den initialen toxischen Effekt am FBME-System
darzustellen. Der Wirkungsmechanismus der TKis legt die Vermutung nahe, dass die
toxischen Effekte auf einer Inhibition von Kinasen basieren. Daher ware eine
interessante weitere Untersuchung eine Phosphoproteomanalyse, die dazu beitragen
konnte, die Kinasekandidaten zu identifizieren, deren Inhibition mit einem
Kontraktilitatsverlust einhergeht. Mdglicherweise bietet in diesem Zusammenhang
ein FBME-Messsytem aus humanen Kardiomyozyten (z.B. aus iPS-Zellen) auch
einen Vorteil. Ob die Verwendung humaner Kardiomyozyten die erhoffte Korrelation

klinischer Ergebnisse bzw. die entsprechende Aussagekraft hat, bleibt aber offen.
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5 Zusammenfassung
Tyrosinkinase-Inhibitoren stellen neue und selektivere Krebsmedikamente dar als die

bisherigen Chemotherapeutika. Trotz ihrer hoheren Selektivitat sind die
Mechanismen ihrer Wirkung und Nebenwirkungen im Detail noch nicht geklart. Viele
von ihnen weisen kardiovaskulare UAWSs auf, denen wahrscheinlich kein einheitlicher
Wirkungsmechanismus zugrunde liegt. Unter den kardiovaskularen Nebenwirkungen
tritt die LVDF sehr haufig auf. Diese Arbeit beschaftigte sich mit der Frage, ob
anhand eines Fibrin-basierten mini-EHT (FBME)-Messsystems die klinische LVDF
detektiert werden kann und ob dies dazu beitragen kann, den Wirkmechanismus
besser zu verstehen. Dazu wurden FBMEs mit TKls in vier unterschiedlichen
Konzentrationen tUber einen Zeitraum von 96 Stunden inkubiert.

Die kontraktiien Parameter wurden mit einem video-optischen Messsystem
analysiert. Zusatzlich Aussagen wurden durch mikroskopische-, klinisch-chemische-

und Proteinexpressionsanalysen ermoglicht. Folgende Ergebnisse liegen vor:

(i) Die Kontraktionskraftverminderung im FBME-System konnte fir die meisten
(6/7) kardiotoxischen TKIls nachgewiesen werden. Von zwei TKls ohne
Assoziation mit LVDF fuhrte eines zu einer Kontraktionskraftverminderung im
FBME-System.

(i) Das Auftreten der Kontraktionskraftverminderung im FBME-System korrelierte
sehr gut mit der Aktivierung der Autophagie (LC3-1l/I-Ratio).

(iii)Als mogliche Ursache fur die Autophagie =zeigte sich eine, in den
elektronenmikroskopischen Analysen unterschiedlich ausgepragte,
sarkomerische und mitochondriale Degeneration. Die stark aktivierte
Autophagie konnte durch den Nachweis von Autophago(lyso)somen bestatigt
werden. Die vermehrte LDH-Aktivitat im Zellkulturmedium legt die Vermutung

nahe, dass es sekundar zu einer Zelllyse kam.

Die Beobachtung von sarkomerischer und mitochondrialer Schadigung und
gesteigerter Autophagie wirft die Frage auf, welcher dieser beiden Mechanismen der
primar toxische ist. Zusatzlich schlief3t sich an die Ergebnisse dieser Arbeit die Frage
an, welcher molekulare Mechanismus, das heil3t die Hemmung welcher Kinasen, flr

die Kontraktionskraftverminderung verantwortlich ist und ob diese Ergebnisse in
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FBMEs aus humanen iPS-Zell-FBMEs reproduziert werden konnen. Die gute
Korrelation zwischen dem Auftreten von LVDF und einem Kontraktionsverlust im
FBME-System verdeutlicht das Potential dieses Messsystems.
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6 Summary
Tyrosin kinase inhibitors (TKI) represent a new group of more selective anticancer

drugs. Their mechanism of action and side effects are not fully understood. Despite
their selectivity many of them lead to unwanted cardiovascular effects especially left
ventricular dysfunction (LVD). A uniform mechanism causing these effects does not
seem to exist. This doctoral thesis deals with the question whether LVD of tyrosin
kinase inhibitors is detectable by the fibrin-based mini-EHT (FBME)-system and
whether this test setup could contribute to the understanding of the underlying
mechanism. Therefore the FBMEs were incubated in four different concentrations of
TKIs for 96 hours. The analyses of the contractile parameter by a video-optical
measurement system were extended by microscopical studies, clinical chemistry-

and protein expression-analyses with following conclusions:

(i) A contractile force decrement was observed in most of the TKI-treated FBMEs
(6/7) with known cardiotoxcicity. One out of two non-cardiotoxic TKls also led
to decline of contractility.

(i) The appearance of contractile force decrementation in the FBME-system
correlates very well with the activation of autophagy (LC3-Il/I-ratio).

(i) A potential reason for increased autophagy in electromicroscopical analyses
revealed a variable degree of sarcomeric and mitochondrical degeneration.
The high activity of autophagy was also suggested by the high frequency of
autophago(lyso)soms. The increased LDH activity in cell culture medium is

suggesting secondary cell lyses.

The appearance of sarcomeric and mitochondrial degeneration and the upregulation
of autophagy is raising the question which of these potentially toxic events is primary.
Future experiments should address which cell signaling pathways or specific kinases
are primarily involved in the negative inotropic effects of some of the TKls. Another
interesting aspect is the question if these data can be reproduced in human IPS-cell-
FBMEs.
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9 Anhang

9.1 Abkurzungsverzeichnis und Si-Einheiten

Abklrzungen

3-MA

A
A-Bande
Abb
ABL1/2
Ad
ADP
AKT
AML
AMP
AMPK
Aqua a.i.
ASK
Atg
ATP
B-ALL
B-Raf
BCL-XL
BCR
BDM
Becn1
BL

BSA
C-Kit
C-Raf
Ca
CaC|2
CaMKIlI

CaMKK
CBFHH

CEE
CEL
CK
CMA
Cmax
CMML
CML
cQ
CREB
CSF1R
cTN
CTR
Da

3-Methyladenin

Ampere

anisotrope-Bande

Abbildung

Abelson murine leukemia viral oncogene homolog 1/2
Addieren, auffiillen auf

Adenosindiphosphat

Proteinkinase B

Acute myeloid leukamia, akute myeloische Leukamie
Adenosinmonophosphat

5' AMP-activated protein kinase

Aqua ad iniectabilia

Apoptosis signal-regulating kinase

Autophagy-related protein

Adenosintriphosphat

B-cell acute lymphoblastic leukaemia, akute lymphatische B-Zell Leukamie
B-(rapidly growing fibrosarcoma)

B-cell ymphoma-extra large

Breakpoint cluster region

2,3-Butan-Dion Monoxim

Beclin-1

Baseline

Bovines Serumalbumin, Rinderalbumin
Stammzellfaktor-Rezeptor

C-(rapidly growing fibrosarcoma), Raf1

Kalzium

Kalziumchlorid

Ca”*/calmodulin-dependent protein kinases I
Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase kinase
Calcium and bicarbonat free Hank’s buffered HEPES,
calcium- und bikarbonatfreiem Hanks Puffer mit HEPES
Chick embryo extract, Hihnerembryonenextrakt
Chronic eosinophilic leukaemia, chronische eosinophile Leukamie
Kreatininkinase

Chaperon-mediierter Autophagie

Maximale Plasmakonzentration

Chronic myelomonocytic leukaemia, chronisch myelomonozytare Leukamie
Chronic myeloid leikaemia, chronisch myeloische Leukamie
Chloroquin

CAMP response element-binding protein
Colony-stimulating factor 1 receptor

Kardiales Troponin

Kontrolle

Dalton
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DDR1
DMEM
DMSO
DNA
Dnase
EGF
EGFR
EHT
elF4E
EKG
EM
EM(E)A
ERBB
ERBB2
ER
ERK1/2
ESH
FAK
FBME
FDA
FGF
FGFR
FIP200
FKS
FLT3
FS

G

g

GIST
GSK3

h

H&E (H.E.)
HCI

HEK
HEPES
hERG
hES-Zellen
HIF
hIPS-Zellen
HRP

HS

HSP
I-Bande
IIR

ICs

g

IRE1

Ito

JAK
JNK

Discoidin domain receptor family 1

Dulbecco's Modified Eagle's Medium
Dimethylsulfoxid

Desoxyribonuclein acid, Desoxyribonukleinsaure
Desoxyribonuklease

Epidermal growth factor

EGF-receptor

Engineered heart tissue, kiinstliches Herzgewebe
Eukaryotischer Initiationsfaktor 4E
Elektrokardiogramm

Elektronenmikroskopie

European Medicines Agency

Human epidermal growth factor receptor

Human epidermal growth factor receptor 2, HER2
Endoplasmatisches Retikulum

Extracellular-signal Regulated Kinasen 1/2, p42/p44
European Society of Hypertension

Focal adheasion kinase

Firbin-based mini-EHT, Fibrin-basiertes mini-EHT
US Food and Drug Administration

Fibroblast growth factor

FGF-receptor

focal adhesion kinase family interacting protein of 200 kD
Fotales Kalberserum

FMS-related tyrosine kinase 3

Fractional shortening

Gramm

Erdschwerebeschleunigung (9,81 m/s? )
Gastrointestinal stromal tumour, gastrointestinaler Strumatumor
Glykogen Synthase Kinase 3

Hour, Stunde

Hamatoxylin-Eosin

Chlorwasserstoff

Human embryonic kidney, humane embryonale Nierenzellen
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure
Human ether-a-go-go related gene

humane embryonale Stammzellen
Hypoxia-inducible factors

humane induzierte pluripotente Stamzellen
Horseradish peroxidase, Meerettichperoxidase
Horse serum, Pferdeserum

Hitzeschockprotein

Isotrope-Bande

Ischamie/Reperfusionsschaden

Mittlere inhibitorische Konzentration

Immunglobulin
Serine/Threonin-Proteinkinase/Endoribonuklease

Transient outward potassium current, transienter auswertsgerichteter Kalium-

Kanal
Januskinase
C-Jun N-terminale Kinasen
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K Kalium

KHK Koronare Herzkrankheit

L Liter

LC3 Microtubule associated protein 1 (MAP1) light chain 3 (LC3) kinase
LCsg Mittlere letale Konzentration

LDH Lactatdehydrogenase

LKB1 Serin Threonin Kinase 11

LQTS Long QT syndrome, Long-QT- Syndrom

LVDF Linksventrikulare Dysfunktion

LVEF Linksventrikulare Ejektionsfraktion

M Mol/l

mAb Monoclonal antibody, monoklonaler Antikdrper

MAPK Mitogen-activated protein kinase

MgCl, Magnesiumchlorid

min Minute

MLK Multilamellare-Koérperchen

MPS Myeloproliferatives Syndrom

MST2 Mammalian Ste20-like Kinase 2

MTC Medullary thyroid cancer, medullares Schilddriisenkarzinom
mTOR Mammalian target of rapamycin

MYBP Myosin-binding-protein

n Anzahl der untersuchten Proben, biologische Replikate

N Newton, Kraft: 1 kg*m*s -2

Na Natrium

NaCl Natriumchlorid

NaF Natriumfluorid

NaHCO; Natriumhydrogencarbonat

NFAT Nuclear factor of activated T-cells

NHE Sodium-proton exchanger, Natrium-Protonen Austauscher

NKM Nicht-Kardiomyozyten-Medium

NMVM Neonatal mouse ventricular myocytes, neonatale Mausventrikelmyozyten
NRG Neuroregulin

NRVM Neonatal rat ventricular myocytes, neonatale Rattenventrikelmyozyten
(N)STEMI (Nicht-)ST-Strecken-Elevations-Myokardinfarkt

NSCLC Non-small-cell lung cancer, Nicht-kleinzelliges Bronchialkarzinom
NT Neurotrophin

NYHA New York Heart Association

p P-Wert, Signifikanzwert

p.a. Pro analysi

P/S (Pen/Strep)  Penicilin/Streptomycin

PBS Phosphate buffered saline, Phosphatgepufferte physiologische Salzlésung
PDGF Platelet derived growth factor

PDGFR PDGF-receptor

PDK1 Pyruvat Dehydrogenase Kinase1

PERK Doublestranded RNA-activated protein kinase-like ER kinase

pH Negativer dekadischer Logarithmus der H;0"-lonenkonzentration
PI3K Phosphoinositid-3-Kinase

PKA Proteinkinase A

PKC Proteinkinase C

PL Phospholipidose

pNET Pancreatic neuroendocrine tumor, pankreatischer neuroendokriner Tumor
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PTEN
QTc(F)
RAS
(m)RCC
ROS
rom
RSK
RT

s

SD
SDS
SEM
SFK
Src
STAT
T1

t1/2

T2

Tab.
TAC
TBS
TBST
TdP-Arhythmie
TEM
TEMED
TIE

TKI
TRIS
Trk
Tween20
U

UAW
UKE
ULK

Vd
VEGF
VEGF-R
Vps34
w/o

WB

ZK

Phosphatase and Tensin homolog
Frequenzkorrigierte QT-Zeit (nach Fredericia)

Rat sarcoma

(Metastasized) renal cell carcinoma, metastasiertes Nierenkarzinom
Reactive oxygen species, Reaktive Sauerstoffspezies
Rounds per minute, Umdrehung pro Minute
Ribosomale S6 Kinase

Raumtemperatur

Sekunde

Standard diviation, Standardabweichung

Sodium Dodecyl Sulphate, Natriumdodecanylsulfat
Standard error of the mean, Standardfehler

Src family kinase

Akronym aus: cellular und sarcoma

Signal transducers and activators of transcription
Kontraktionszeit

Halbwertszeit

Relaxationszeit

Tabelle

Thoracic aorta constriction, thorakale Konstriktion der Aorta
Tris buffered saline, Tris gepufferte Salzlésung
TBS plus Tween

Torsades de pointes-Arhythmie
Transmissionselektronenmikroskopie
Tetramethylethylendiamin

Angiopoetin-Rezeptor

Tyrosinkinase-Inhibitor
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Tropomyosin-Rezeptorkinas
Polyoxyethylen(20)-sorbitan-monolaurat

Units, Enzymeinheit

Unerwinschte Arzneimittelwirkungen
Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf
Mammalian Atg1 homologues UNC-51-like kinase
Volume of distribution, Verteilungsvolumen
Vascular endothelial growth factor
VEGF-receptor

Klasse Il PI3K+B28

Without, ohne

Westernblot

Zebra-Koérperchen

5Tt 3 X

Si-Einheiten (Prafixe)

Kilo (103)
Milli (10-3)
Micro (10-6)
Nano (10-9)
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9.2 Material

Material
2,3-Butan-Dion Monoxim (BDM)
Acrylamid
Agarose (UltraPure TM )
Ammoniumpersulfat
Aprotinin
Aqua ad iniectabilia
Bluing Reagent®
Bovine Serum Albumin (BSA)

Calciumchlorid Hexahydrat (CaCl, x 6H,0)

cclm
Dimethylsulfoxid (DMSQO)

Dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPO, x 2H,0)

DMEM

Doxorubicin

Dnase Il, bovine spleen Typ V
Einschlussmedium Acrytol®
Einschlussmedium TissueTek
Eosin

Essigsaure (100%)

Ethanol (96%)

Ethanol (99%)

EZ-Prep®
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Filme fir Westernblot
Firbinogen

Formalin

Fotales Kalberserum

Glucose

Glutaraldehyd (25%)

Glycerol

Glycin

Hamatoxylin (Harris)
Hamatoxylin

HEPES

Histofix

Meerettichperoxidase

Horse Serum
Huhnerembryonenextrakt
Hydrochloridsaure (HCI), Salzsaure
Insulin

Isopropanol

Kaliumchlorid (KCI)
L-Glutaminsaure
Labortierfutter

Magnesiumsulfathexahydrat (MgSO,4 x 7H,0)

Methanol

Molekulargewichtsstandard
(Precision Plus All Blue)

Natrium-Dodecyl-Sulfat (SDS)

Hersteller

Sigma-Aldrich

Roth

Invitrogen

BioRad

Sigma-Aldrich

Baxter GmbH

Ventana mediacal systems
Roth

Sigma-Aldrich

Ventana medical systems
Sigma-Aldrich

Merck

Gibco, Biochrom
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Leica

Sakura

Merck

Sigma-Aldrich

Geyer

J.T. Baker

Ventana medical systems
Sigma

AGFA

Sigma-Aldrich

Grimm MED Logistik GmbH
Gibco

Sigma

Agar scientific

Merck

Roth

Roth

Ventana medical systems
Sigma

Roth

Ventana medical systems
Gibco

eigene Herstellung

Merck

Sigma-Aldrich

Merck

Merck

Gibco

Ssniff

Merck

J.T. Baker

BioRad
Roth
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Natriumchlorid (NaCl)

Natriumfluorid (NaF)
Nitrozellulosemembran

Paraffin

PathScan® (Multiplex Western Cocktail |,
Katalognummer:5301)

Penicillin / Streptomycin

Phloxin B neuro

Phosphatgepufferte Salzlésung
Polyoxyethylene (20) sorbitan
monolaurate (Tween® 20)

Ponceaurot S

Proteinstandard Precision Plus All Blue
sodium dodecylsulfate (SDS)

SuperSignal West Dura Extended Duration
Substrate

J.T. Baker

Merck

Schleicher & Schiill
Vogel

Cell Signaling Technology

Gibco
Sigma-Aldrich
Gibco

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich
BioRad
Roth

Thermo-Scientific

(N';N,N,N’-)Tetramethyl-ethylendiamin (TEMED) Roth
Thrombin Sigma-Aldrich
Toluidin Blau Chroma

Tris Hydrochlorid (Tris-HCI) Promega
Trishydroxymethylaminomethan-(Tris) Base Sigma-Aldrich
Trockenmilchpulver Roth
Trypanblau Biochrom
Trypsin Gibco

Xylol Chem solute
9.3 Gerate

Gerat
Analysenwaage Genius
Agarose GEL Electrophoresis System Sub-Cell
GT
Biosphere® Pipettenspitzen mit Filter
Chromatographiepapier
Gewebeinfiltrationsautomat, Leica ASP 300s
Einwegspritzen, Injekt 2 ml, 10 ml, 20 mi
Eismaschine Scotsman AF-10
Elektrophorese-Spannungsgerat PowerPac Basic

Elektrophoresesystem (Mini Protean®
electrophoresis cell)

Eppendorf Safe Lock Reaktionsgefalle
Farbeautomat Benchmark XT
FBME-Messsystem

Gewebekulturplatten, 24-well

Homogenisator Polytron®

CO,/O, Brutschrank (Zellkultur, MCO-18M,
MCO-20AIC)

Kamera fir video-optische Messung Typ A 602f-
2

Kamera fiir Zeiss Mikroskope Zeiss-Axiocam
MRc5

Kippschittler Polymax 1040

Bezugsquelle

Sartorius
Bio-Rad

Sarstedt

Whatman

Leica

Braun Melsungen AG
Scotsman Ice Systems
Bio-Rad

Bio-Rad

Eppendorf

Ventana medical systems
eigene Herstellung

Nunc

Colora Messtechnik

Sanyo
Basler

Zeiss

Heidolph Instruments
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Kuhlplatte fir Histologie Leica EG1150C
Kihlschrank +4 bis +8 °C, Modell profiline
Kuhltruhe -20 °C, Modell Economy
Kihltruhe -80 °C

Kuhlzentrifuge Modell J-6B

Lichtmikroskop fiir Immunhistochemie
Zeiss Axioskop 2

Lichtmikroskop fiir Zellkultur Zeiss Axiovert 25

Mikrotom Leica SM 2000R
Neubauer-Zahlkammer

Objekttrager (Superfrost, HistoBond®)
Paraffineinbettung Leica EG1120
Pipetten 10 pl, 100 pl, 1000 pli
Pipetten (serologisch),

1ml, 2ml, 5ml, 10 ml, 25 ml
Pipettenspitzen

Polytron Stativ-Dispergiergerat
Rollenmischer

Sicherheitswerkbank HeraSafe
Sicherheitswerkbank LaminarAir HB2248

Silikonhalterungen

Software fur Video-optische Messung
Sterilfilter (0,2 pm)

Syngene Chemidoc-Bildgebungs-Apparatur
ThermalCycler 2720

Thermomixer Comfort

Tischzentrifuge 5415R

Transmissionselektronenmikroskop (TEM)
Zeiss Leo 906 EM System

Tissuelyser

UV-Lampe

X-y-z-System
Zentrifugenréhrchen 15 ml, 50 ml
Zentrifuge Centrifuge 5415 C

Leica

Liebherr

Liebherr

Kryotec

Beckmann Instruments

Zeiss

Zeiss

Leica

Neubauer

Hecht Assistent
Leica
Eppendorf/Peglab

Sarstedt

Sarstedt
Kinematica
Stuart
Heraeus
Heraeus

Siltec GmbH & Co. KG, Weiler-Simmerberg,
Deutschland

Consulting Team Machine Vision
Schleicher & Schuell

Synoptics Co.

Applied Biosystems

Eppendorf

Eppendorf

Zeiss

Qiagen

Vilber Lourmat

IAI Corporation
Falcon/Sarstedt
Eppendorf
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9.4 TKiIs und Antikorper

Tyrosinkinase-Inhibitoren Hersteller
Dasatinib, free Base LC Laboratories®
Erlotinib, Hydrochlorid Salz LC Laboratories®
Gefitinib, free Base LC Laboratories®
Imatinib, Methansulfonat Salz LC Laboratories®
Lapatinib, Di-p-Toluensulfonat Salz LC Laboratories®
Lestaurtinib LC Laboratories®
Sorafenib, p-Toluensulfonat Salz LC Laboratories®
Sunitnib, Malat Salz LC Laboratories®
Vandetanib, free Base LC Laboratories®

1. Antikorper (AK) | Verdinnung Firma ‘ 2. AK |Verdunnung| Firma
Monoclonal Mouse 1:200 DakoCytomation anit-mouse, unverdiinnt \r:leer:;;r;?
Anti-Sarcomeric Actin (M0874) anti rabbit

systems
Purified Mouse Anti- 1:200 BD Bioscience  anit-mouse, unverdiinnt \n/gét;ra'?
Connexin-43 ’ (610061) anti rabbit

systems

f Cell Signaling
Pathch el el 1:200 Technology anti-rabbit  1:10000 Dianova
Cocktail |
(5301)

. . ) . . . Sigma
Anti-p38-Antinody 1:1000 Abcam (ab7952) anti-rabbit  1:10000 Aldrich
Anti-p38-Antinody . Sigma Aldrich 1 . . Sigma
(diphosphorylated) ~ 1-1000 (MFC00803556) | Antirabbit | 1:10000 Aldrich

Novus Sigma
LC3 Antibody 1:500 Biologicals anti-rabbit  1:10000 Algrich
(NB100-2331)
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9.5 Lebenslauf

Name:
Vorname:
Geburtsdatum:
Geburtsort:

Universitaten:

09/06:

12/06:

09/08:

10/08:

11/12:

Praktisches Jahr:
08/11 —12/11:
12/11 — 03/12:

03/12 - 07/12:

Famulaturen:
08/09 — 09/09

02/11 — 03/11

03/11 — 04/11
05/11 — 06/11

Dienst:
08/05 — 04/06:

Jacob

Fabian, Johannes

18.02.1986

Henstedt-Ulzburg, Deutschland

Immatrikulation fiir das Studium der Humanmedizin an der
Universitat Hamburg

Vorlaufige Aufnahme in die Studienstiftung des deutschen
Volkes e.V.

Erfolgreich bestandener Erster Abschnitt der Arztlichen Priifung

Endgultige Aufnahme in die Studienstiftung des deutschen
Volkes e.V.

Erlangung der Approbation

Tertial Chirurgie im Regionalspital Surselva in der Schweiz

Tertial Innere Medizin in der Asklepios Klinik Barmbek in
Hamburg

Tertial Anasthesiologie im Universitatsklinikum Hamburg-
Eppendorf

Unfallchirurgische Notaufnahme im Universitatsklinikum
Hamburg-Eppendorf

Diagnostische Radiologie im Universitatsklinikum Hamburg-
Eppendorf

Herzchirurgie im Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf
Pharmakologie im Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf

Zivildienst in der Asklepios Klinik Wandsbek in Hamburg
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Schulen:

08/92 — 07/96:
08/96 — 06/05:
08/03 — 06/05:

Eenstock-Grundschule in Hamburg
Osterbek-Gymnasium in Hamburg

Abitur am Osterbek-Gymnasium in Hamburg

Fabian Jacob
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