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Herzregeneration

l nfolge eines Herzinfarkts kann mehr als eine Milliarde Herzmus-
kelzellen (Kardiomyozyten) abgetotet werden, was zu Herzinsuffizi-
enz und plotzlichem Tod fithrt. Heute konzentriert sich die Forschung
in diesem Zusammenhang verstirkt auf die Regeneration von Herz-
gewebe durch die Differenzierung von Stammezellen, die Proliferation
vorhandener Kardiomyozyten und Herzprogenitorzellen sowie die
Umprogrammierung von Fibroblasten zu Kardiomyozyten. Hierfiir
gibt es eine Reihe moglicher Losungsansdtze, vom Einsatz nieder-
molekularer Verbindungen und RNA (einschliefflich Mikro-RNA und
Anti-Mikro-RNA) bis hin zur Verwendung modifizierter Peptide und
Proteine. Wir stellen in diesem Aufsatz aktuelle Entwicklungen in
diesem Bereich vor und beschreiben dabei sowohl die jeweilige Me-
thode und ihre Fortschritte, einschliefilich neuartiger Screening-Stra-
tegien zur Identifizierung von Treffern, als auch ihre Perspektiven fiir
die Weiterentwicklung dieser Treffer hin zu Medikamenten, wobei die
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Chemie eine Schliisselrolle spielt.

1. Einleitung

Herzerkrankungen fithren hiufig zum Absterben von
Kardiomyozyten und pathologischen Verdnderungen des
Herzens; die Folgen konnen Herzinsuffizienz und ein plotz-
licher Tod sein. Damit sind Herzerkrankungen eine der
hiufigsten Todesursachen beim Menschen weltweit.!) Anders
als die Herzen niederer Wirbeltiere ist das adulte Sdugetier-
herz, einschlielich des menschlichen, nur sehr eingeschréankt
regenerationsfihig. Nach einem Myokardinfarkt (MI)
durchléduft das verletzte Herz eine fibrotische Reparatur, bei
der geschddigtes Gewebe durch Fibroblasten und extrazel-
luldre Matrix ersetzt wird. Dadurch bildet sich eine robuste
Narbe, die zwar erhohten Fiilldriicken standhalten kann, aber
nicht leitfdhig ist oder sich aktiv kontrahieren kann. Die
Umprogrammierung des herzeigenen Fibrosereparaturpro-
gramms in der Weise, dass neues kontrahierbares Muskel-
anstelle von Narbengewebe aufgebaut wird, ist eines der
wichtigsten Ziele der regenerativen Medizin. Die einzige
derzeit verfiigbare, kurative Behandlung der Herzinsuffizienz
im Endstadium ist die Herztransplantation; wesentliche kli-
nische Einschriankungen sind hierbei jedoch die begrenzte
Verfiigbarkeit von Spenderorganen und die Immunabsto3ung
nach der Transplantation. Stammzellenbasierte Ansétze fiir
regenerative Therapien sind auf mehrere gro3e Hindernisse
gestolen, wie die geringe Effizienz der Ansiedelung und
Retention eingebrachter Zellen, die mogliche Immunabsto-
Bung durch den Empfinger, das Teratomrisiko sowie die
Tatsache, dass sich préklinische Tiermodelle zur Beurteilung
des Anwachsens der Zellen nicht unbedingt auf den Men-
schen iibertragen lassen.?

Angesichts der Erkenntnis, dass das adulte Sdugetierherz
kein fertig differenziertes Organ ist,”) sondern dass vielmehr
wihrend des gesamten Lebens in messbaren Raten neue
Kardiomyozyten erzeugt werden, konnte die Regeneration
des Herzgewebes in situ ohne exogene Zellen eine Thera-
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pielosung bieten.! Zum Erzeugen neuer Kardiomyozyten
gibt es unterschiedliche Forschungsansitze, darunter die
Einleitung der Mitose in bereits vorhandenen Kardiomyozy-
ten,”! die Proliferation entdifferenzierter Kardiomyozyten,[(’]
die Proliferation und Differenzierung von Herzstamm- und
-Herzprogenitorzellen!” und die Umprogrammierung von
Herzfibroblasten in Kardiomyozyten (Abbildung 1).5% Die
Forschung in diesen Bereichen folgt unterschiedlichen Stra-
tegien, einschlieBlich der Nutzung eines breiten Spektrums
chemischer Modalitidten (der Begriff ,,chemische Modaliti-
ten“ wird in diesem Aufsatz im Sinne von ,,chemische Me-
thoden oder Agentien“ verwendet). Diese Strategien konn-
ten Mutationen und Immunabstofungen vermeiden oder
wenigstens minimieren, und auBlerdem konnten so ethische
Fragen im Zusammenhang mit stammzellenbasierten Thera-
pien umgangen werden. Zusétzlich konnen durch ein besseres
Verstdndnis der unzéhligen Signale, die die Replikation und
Differenzierung verschiedener Herzzellen regulieren, Me-
chanismen aufgedeckt werden, die es dem adulten Herzen
ermoglichen, nach einer Verletzung Muskelzellen zu erset-
zen; letzten Endes konnten damit Strategien zur Entdeckung
regenerativer Therapien gefunden werden.!'”! Eine Vielzahl
chemischer Modalititen — von RNA-basierten Losungsan-
sdtzen wie Anti-Mikro-RNA (antimiR)-Oligonukleotiden bis
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hin zu Peptiden, Proteinen und niedermolekularen Verbin-
dungen — ist im Prinzip verwendbar. Dieses neue Wissen-
schaftsgebiet hilt allerdings noch viele Hiirden fiir die
Wirkstoff-Forschung und -Entwicklung bereit, die tiberwun-
den werden miissen; hierfiir sind neue Innovationen erfor-
derlich.

Die Rolle der Chemie bei der Synthese, Modifizierung
und Optimierung vielfiltiger therapeutischer Modalitidten
(d.h. therapeutischer Methoden oder Agentien) wurde in den
letzten Jahren immer mehr erweitert, indem neue chemische
Methoden entwickelt wurden, um auch schwierige und neue
Zielklassen angehen zu konnen. Die medizinische Chemie ist
bei der Identifizierung niedermolekularer Verbindungen fiir
die Behandlung von Erkrankungen beim Menschen fest eta-
bliert, und die Verwendung von niedermolekularen Verbin-
dungen in der regenerativen Medizin hat in den letzten Jahren
grofes Interesse geweckt.'!! Auch groBere Molekiile, wie
Peptide, antimiRs und Proteine, werden derzeit fiir die Be-
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handlung degenerativer Erkrankungen und Organschiden
(einschlieBlich Herzregeneration) untersucht.'” Jede Moda-
litdt hat ihre Starken und Schwichen und wird auf einzigar-
tige Herausforderungen stof3en. Es werden allerdings neuar-
tige Moglichkeiten geschaffen werden, um chemische Me-
thoden in unterschiedlichsten Zusammenhingen iiber die
herkommlichen Grenzen zwischen nieder- und makromole-
kularen Verbindungen hinweg nutzen zu konnen. Die Chemie
spielt heute eine Schliisselrolle bei der Modifizierung grofe-
rer Molekiile; sie liefert Verbindungen mit optimalen Ab-
sorptions-, Distributions-, Stoffwechsel- und Ausscheidungs-
eigenschaften (absorption, distribution, metabolism, and ex-
cretion; ADME) sowie Wirksamkeits- und -sicherheitsprofi-
len, um den Anforderungen neuartiger Behandlungsmetho-
den gerecht zu werden. Ebenso hilft sie bei der Aufkldarung
von Wirkmechanismen. Nicht zu vernachlissigen ist auch die
Rolle der Chemie im Rahmen der Biotechnologie bei der
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* Aktivierung residenter Herzprogenitorzellen
(Epikardzellen oder Herzprogenitorzellen)

« direktes Umprogrammieren von Herzfibro-
blasten zu Kardiomyozyten

miR-1, miR-133,
* miR-208, miR-499
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Abbildung 1. Forschungsschwerpunkte fiir die Erzeugung neuer Kar-
diomyozyten. AO = Aorta, inh. = Inhibitor, LA = linker Vorhof, LV =
linker Ventrikel, RA = rechter Vorhof, RV = rechter Ventrikel.
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Abbildung 2. Chemische Ansitze fiir die Herzregeneration. Bandbreite der therapeuti-
schen Modalititen: a) Peptide, b) antimiRs, c) Proteine, d) niedermolekulare Verbin-
dungen).!"! Erforderliche Techniken: e) Dekonvolution von Zielstrukturen, f) Polyphar-
makologie, g) Linker- und Konjugatchemie (wobei ,,Komponente* ein therapeutischer,
zielgerichteter oder stabilisierender Wirkstoff sein kann), h) Entwicklung von Treffern

hin zu klinisch anwendbaren Medikamenten.

zukiinftigen Anwendung von Geridten und Methoden, um
eine bestimmte Verbindung in ihr Zielorgan einzubringen.

Dieser Aufsatz behandelt aktuelle Entwicklungen, die
eine Vielfalt therapeutischer Modalitdten umfassen, und be-
schreibt jiingste Fortschritte aus der Perspektive der Wirk-
stoff-Forschung, einschlieBlich neuartiger Screening-Strate-
gien fiir die Identifizierung von Treffern, ebenso wie zu-
kiinftige Herausforderungen bei der Entwicklung dieser
Treffer hin zu Medikamenten fiir die Herzregeneration
(Abbildung 2).
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2. Méglichkeiten beim Einsatz unterschiedlicher
Modalitdten

2.1. Niedermolekulare Verbindungen

Die Krankheitsintervention mithilfe niedermolekularer
Verbindungen ist bereits seit vielen Jahren von zentraler
Bedeutung in der Medizin. Die Moglichkeit, mithilfe der
medizinischen Chemie eine Trefferstruktur so zu modifizie-
ren, dass all ihre Eigenschaften verbessert werden (z.B.
Wirksamkeit gegen das gewiinschte Ziel, geeignete Dosier-
und Verabreichbarkeit, Verringerung von Nebenwirkungen,
Verbesserung von In-vivo-Sicherheitsprofilen sowie hoher
Wirkungsgrad), hat Medikamente fiir vielfiltige Indikationen
hervorgebracht.™ Die Entwicklung niedermolekularer The-
rapeutika fiir die Regeneration oder Reparatur beschidigten
Herzgewebes befindet sich in einem vergleichsweise frithen
Stadium.!"™ Bis jetzt wurde nur von einigen wenigen chemi-
schen Mediatoren der Kardiogenese berichtet, und die
Moglichkeiten zur Manipulation der entscheidenden Signal-
iibertragungsmechanismen, die mit niedermolekularen Ver-
bindungen zusammenhéngen, diirften stark vari-
ieren (Abbildung 3).1'%

Niedermolekulare Verbindungen ermogli-
chen es, die einer Krankheit zugrundeliegenden
biologischen Vorginge unter Verwendung fort-
geschrittener Hilfsverbindungen zu erforschen
und Therapien zu entwickeln.'"”! Sie haben den
Vorteil, biologische Systeme durch spezifische

- oder multiple Wirkungen auf eine Zelle zeitlich

N . . . .
NG| zu modulieren, was eine flexible Regulierung
i Y7 komplexer Signalnetzwerke ermoglicht; dariiber
hinaus kann ihre Konzentration je nach Art der

Verabreichung (z.B. orale Verabreichung) vari-

iert werden, um eine optimale Wirkung zu er-
Analyse zielen. Dem Arzt ist es so z. B. moglich, die Do-
sierung zu kontrollieren, um eine gute Balance
zwischen Wirksamkeit und Sicherheitsbedenken
Kirisgher einzustellen. Zusétzlich sind niedermolekulare

Verbindungen hiufig relativ einfach und preis-
wert zu synthetisieren und zu lagern.

Es ist sehr schwierig, wenn nicht sogar un-
moglich, Hilfsverbindungen mit absoluter Selek-
tivitit zu entwickeln, und verschriebene Medi-
kamente zeigen nur selten absolute Selektivi-
tit.'® Um groBe Verinderungen in biologischen
Systemen zu bewirken, z.B. die Induktion der
Zelldifferenzierung oder die Umprogrammierung von Zellen,
kann es von Vorteil sein, weniger selektiv zu sein und mehrere
Ziele zu adressieren, um verschiedene Signalwege gleichzei-
tig zu modulieren. Dementsprechend erfordert die Entwick-
lung einer Therapie moglicherweise weniger Selektivitat fiir
die verschiedenen Ziele, die fiir die Wirksamkeit erforderlich
sind."” Allerdings kann ein Mangel an Selektivitit die Ver-
wendung einer Verbindung als Hilfsmittel zur Erforschung
der biologischen Grundlagen behindern, da man in diesem
Fall nur schwer Riickschliisse beziiglich der Auswirkungen
auf einen spezifischen Signalweg ziehen kann.[”
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Abbildung 3. a) Selbsterneuerung und Differenzierung von embryona-
len Stammzellen (ESCs) in Kardiomyozyten, Endothelzellen und Zellen
der glatten Muskulatur tiber intermediire mesodermale Vorldufer- und
Progenitorzellen. b) High-Content-Screening-Assay: Zellen sind vor
dem Hinzufiigen der Verbindung im 384- oder 96-Loch-Format aus-
plattiert. Die Immunzytochemie fiir interessierende Marker wird mit
Automatisierung und nachfolgender Bildgebung durchgefiihrt, und die
Analyse erfolgt auf plattenbasierten Bildgebungssystemen. Auf den ge-
zeigten Bildern sind Proliferation (Ki67-Firbung) und Kardiomyozyten-
differenzierung (Troponin-T-Fiarbung) von Herzprogenitorzellen zu
sehen.

Es gibt mehrere Ansitze, niedermolekulare Verbindun-
gen fiir die Modulation komplexer biologischer Systeme im
Zusammenhang mit der Herzregeneration zu nutzen; sie
reichen von der Untersuchung eines bereits gut etablierten
Ziels bis hin zu einem Diversitéts-Screening zur Identifizie-
rung vollig neuer Molekiile und/oder Ziele. Dazu gehoren:
1) Nutzung bekannter Zielstrukturen. Die wesentlichen

Ziele sind hier das bessere Verstidndnis der Zielstruktur im

gegebenen Zusammenhang unter Einsatz von Hilfsver-

bindungen oder der Beginn einer Zielstruktur-basierten

Wirkstoff-Forschungskampagne zur Identifizierung neuer

Modulatoren. Wenn ein komplexer biologischer Assay

verwendet wird, ist es unabdingbar, das Selektivitétsprofil

der Verbindung zu kennen. Es gibt Fille, in denen ange-
nommen wurde, dass bestimmte Verbindungen selektiv
seien, die dann aber in der Praxis tatsdchlich mehr als eine

Zielstruktur modulierten. Ein Beispiel dafiir ist Telmis-

artan, das nicht nur ein Angiotensin-II-Rezeptor-Ant-

agonist ist, sondern auch PPARYy moduliert.*”)

2) Nutzung eines bekannten Signalweges. Das Hauptziel
kann entweder die Identifizierung neuartiger Verbindun-
gen sein, um die relevanten biologischen Ablaufe zu er-
forschen, ohne dabei die spezifische Zielstruktur aufzu-
kldren, oder aber die Dekonvolution der Zielstruktur
selbst, die fiir die biologische Wirkung verantwortlich
ist.”!l Diese Vorgehensweise unterscheidet sich vom hiu-
figeren Phénotyp-Screening darin, dass die Daten aus dem
Assay an den Signalweg gekoppelt sind, was den Vorteil
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hat, dass ein Assay mit hoherem Durchsatz entwickelt
werden kann.

3) Durchfithren eines unverfdlschten Phénotyp-Scree-
nings.’”l Das Screening kann mit einem Satz Hilfsverbin-
dungen mit bekannten Zielstrukturen oder mit einem
Diversity-Set durchgefiihrt werden. Es konnen Assays
verwendet werden, die die biologischen Vorgaben exakt
imitieren und eine Vielzahl relevanter Endpunkte bieten
(Abbildung 3b).?! Das Screening von Hilfsverbindungen
bietet eine kostengiinstige Methode zur Identifizierung
von Zielstrukturen, da weniger Verbindungen durchmus-
tert werden miissen. Hochwertige Hilfsverbindungen gibt
es — abhingig von den aufgestellten Kriterien, z.B. Me-
dikament auf dem Markt — nur fiir einige hundert Ziel-
strukturen.” Da die potenziellen Zielstrukturen zumin-
dest teilweise bekannt sind, konnen die Ergebnisse durch
Validierung der Zielstrukturen mithilfe von beispielsweise
siRNA-Knockdown nachverfolgt werden. Der Nachteil
dieser Vorgehensweise ist, dass sich die Chancen fiir eine
Entdeckung neuartiger Zielstrukturen verringern. Zur
Erhohung der Chancen kann ein Diversitéts-Screening
mit nachfolgender medizinalchemischer Optimierung und
Dekonvolution der Zielstrukturen durchgefiihrt werden.
Ein Diversitits-Screening sollte umfangreich sein, um
einen sinnvollen Teil des chemischen Raums abzudecken.
Die Trefferverbindungen sollten anschliefend optimiert
werden, um eine bestimmte erwiinschte Wirkung im
phénotypischen Assay zu erreichen. Es stehen keine
Strukturinformationen als Leitfaden fiir das Design zur
Verfiigung, und die Auswirkungen auf den Phénotyp
konnen durch die Modulation mehrerer Zielstrukturen
verursacht sein. Daher sind die Struktur-Aktivitéits-Be-
ziehungen (SARs) moglicherweise schwieriger zu inter-
pretieren, und die Optimierung kann anspruchsvoll sein.
Die optimierte Verbindung konnte im Anschluss direkt
verwendet werden, oder es konnte eine Strategie zur
Dekonvolution der Zielstruktur verfolgt werden. Es gibt
mehrere Methoden zur Dekonvolution einer Zielstruktur,
darunter chemische Proteomik, siRNA und In-vitro-
Panel-Screenings, und diese wurden in jilingster Zeit
sorgfiltig getestet.[’! Jedes Verfahren hat seine Vor- und
Nachteile. So war beispielsweise die chemische Proteomik
bei der Identifizierung 16slicher Enzyme deutlich erfolg-
reicher als membrangebundene Rezeptoren.

Dieser Abschnitt enthilt einen Uberblick iiber die neu-
esten Publikationen zum Screening niedermolekularer Ver-
bindungen.

Der kanonische Wnt-Signalweg ist ein Schliisselregulator
der Kardiomyozytendifferenzierung und -proliferation (Ab-
bildung 4).”"! Eine Reihe von Studien nutzte niedermoleku-
lare Modulatoren des Wnt-Signalwegs®®”! zur Steuerung der
Kardiomyozytendifferenzierung ausgehend von embryonalen
Stammzellen (ESCs). Dabei war der Zeitpunkt der Behand-
lung mit der Verbindung duflerst wichtig, um die gewiinschte
Wirkung zu erzielen.” Die Aktivierung des kanonischen
Wht-Signalwegs ist in den frithen Stadien der Differenzierung
sowohl menschlicher ESCs (hESCs) als auch menschlicher
induzierter pluripotenter Stammzellen (hiPSCs) zu frithen
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Abbildung 4. Vereinfachter Uberblick tiber den kanonischen Wnt-Si-
gnalweg. a) In Abwesenheit des Wnt-Liganden interagiert 3-Catenin im
Zytoplasma mit einem Komplex aus APC- und Axin-Geriistproteinen
sowie den Kinasen CK1 und GSK3f, was zur Phosphorylierung und
zum Abbau von B-Catenin fiihrt. b) Die Bindung des Wnt-Liganden an
einen Frizzled-Rezeptor und einen LRP-5/6-Corezeptor hemmt den
APC/Axin/CK1/GSK33-Komplex, und p-Catenin tritt in den Zellkern ein
und reguliert die Zielgene.

Mesodermzellen erforderlich, wogegen in den spiteren Sta-
dien der Differenzierung zu Kardiomyozyten eine Unter-
driickung des Signalwegs notig ist.?*?) Zwar ist es unwahr-
scheinlich, dass diese Verbindungen bei der Regeneration des
geschiddigten menschlichen Herzens helfen, da sie auf die
frithen Phasen der Differenzierung zielen, aber sie sind sehr
hilfreich dabei, Kardiomyozyten zu generieren, die zugrun-
deliegenden biologischen Abldufe zu verstehen und den
Eingriff in den Signalweg zeitlich abzustimmen. Wichtige
aktuelle Studien sind in den folgenden Absitzen zusam-
mengefasst.

Willems et al. entwickelten ein High-Content-Screening
(HCS) unter Verwendung von hESCs mit einem herzspezifi-
schen a-Myosin-Heavy-Chain(MYH6)-mCherry-Reporter-
gen, bei dem Treffer, die eine Bildung von Kardiomyozyten
fordern, die Produktion von rot fluoreszierendem Protein
auslosen.’” Das Verfahren wurde auf eine Bibliothek von
244 Kinaseinhibitoren und 305 Signalwegsmodulatoren an-
gewendet, und ein wirksamer Treffer, IWR-1 (1; Abbil-
dung 5), ein Inhibitor des kanonischen Wnt-Signalwegs durch
Stabilisierung des Axin-Komplexes infolge der direkten In-
teraktion mit Axin, wurde identifiziert.®'! IWR-1 produzierte
maximale kardiale Induktion an Tag 4-5 mit einem ECs,-Wert
im niedrigen mikromolaren Bereich. Die flusszytometrische
Analyse zeigte, dass IWR-1 bis zu 30% Kardiomyozyten
ergibt und die Bildung anderer mesodermaler Zelllinien nicht
erhoht (Abbildung 3a). Die Auswirkungen unterschiedlicher
Inhibitionsarten auf den Wnt-Signalweg wurden mithilfe von
drei unterschiedlichen Wnt-Inhibitoren untersucht: dem
wirksameren IWR-Derivat 53AH (2),*) dem Porcupine-
(PORCN)-Inhibitor ITWP-3 (3)P' sowie dem Tankyrase-
(TNKS)-1- und TNKS-2-Inhibitor XAV939 (4).*2 Alle drei
forderten die Kardiomyozyteninduktion, wobei 53AH einen
ECy-Wert im submikromolaren Bereich aufweis. Es wurde
eine SAR-Studie durchgefiihrt, bei der die drei Hauptregio-
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Abbildung 5. Inhibitoren des kanonischen Wnt-Signalweges.

nen von IWR-1 modifiziert wurden; so wurde 5 erhalten, das
30-mal wirksamer war und eine groflere Kardiomyozytenin-
duktion aufwies als IWR-1.[*%]

Fiir die Suche nach Induktoren der Kardiomyozytendif-
ferenzierung entwickelten Ni et al. ein In-vivo-Phidnotyp-
Screening basierend auf der Verwendung transgener Zebra-
fischembryonen.® Der Screening-Endpunkt war die Ex-
pression von enhanced GFP (EGFP; GFP = griin fluoreszie-
rendes Protein), das vom Kardiomyozytendifferenzie-
rungsmarker des Spétstadiums kontrolliert wird, dem ,,car-
diac myosin light chain 2“(cmlc2)-Promotor. Verbindungen
wurden dosiert verabreicht (5 pum), und HerzgroBe, -mor-
phologie und -kontraktilitdit wurden iiberwacht; zugleich
wurden die Organe auf Anzeichen von Verbindungsselekti-
vitdt und -toxizitédt gepriift. Es wurde ein Satz von 4000 Ver-
bindungen durchmustert, von denen 17 Verbindungen iden-
tifiziert wurden, die eine HerzvergroSerung induzierten.
Davon wurden Cardionogen1l (6), 2 und 3, die ein
[1,2,4]Triazolo[3,4-b][1,3,4]thiadiazol-Geriist aufweisen,
weiter charakterisiert. 6 zeigte ein biphasisches Aktivitéts-
muster: Es hemmte die Kardiomyozytenbildung, wenn die
Behandlung vor der Gastrulation stattfand, und induzierte die
Bildung bei Verabreichung wihrend oder nach der Gastru-
lation. Es wurde nachgewiesen, dass Cardionogene Herzhy-
perplasie nicht durch Kardiomyozytenproliferation, sondern
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durch VergroBlerung der Progenitorzellpopulation induzie-
ren. Die Ergebnisse konnten auch auf Maus-ESCs iibertragen
werden, wo die ESC-Differenzierung zu Kardiomyozyten
gefordert wurde. Auch wenn das genaue Ziel nicht identifi-
ziert wurde, haben mechanistische Studien doch gezeigt, dass
Cardionogen 1 als Antagonist des kanonischen Wnt-Signal-
wegs wirkt. Interessanterweise wurde aufgezeigt, dass IWR-
1 antagonistische Wirkung auf das Wnt-Signal in verschie-
denen Zelllinien (ESC und HEK) hat, wihrend Cardiono-
gen 1 sich als fiir ESCs selektiv herausgestellt hat. Dieser
Befund lésst auf die Moglichkeit einer zelltyp-/gewebespezi-
fischen Inhibition durch Cardionogen 1 schlieSen.

Jiingst entwickelten Minami et al. ein HCS unter Ver-
wendung von Affen-ESCs, bei dem EGFP unter der Kon-
trolle des Promotors fiir menschliches MYH6 exprimiert
wurde.® Die Behandlung mit einer Bibliothek von
9600 Verbindungen (1-5 pm) iiber 8 Tage (Tage 6-14) identi-
fizierte das Molekiil N11474 (7), das zu einer kardialen Dif-
ferenzierung fithrte. Wie zuvor bereits beobachtet war der
Zeitpunkt fiir die Verabreichung von N11474 wichtig; opti-
male Ergebnisse wurden bei Behandlung an den Tagen 4-8
erhalten. Eine Synthesekampagne fiihrte zu KY02111 (8) mit
einem 6-Chlorsubstituenten am Benzothiazolring und einem
Ethylen-Linker in der Acylseitenkette. KY02111 forderte die
kardiale Differenzierung ca. 7-mal wirksamer als N11474.
Eine umfassende Charakterisierung lie3 darauf schlie3en,
dass die Mehrzahl der Kardiomyozyten aus funktionell voll-
entwickelten, ventrikuldren Kardiomyozyten bestand, deren
Expression von Herzmarkern und lIonenkanélen der des
vollentwickelten Herzgewebes &dhnlich ist. Studien zum Wir-
kungsmechanismus von K'Y02111 mithilfe von Genexpressi-
ons-Profiling zeigten Profile dhnlich denen der bekannten
Inhibitoren XAV939 und TWP-2 (9).'*) Weitere Studien er-
gaben, dass KY02111 anders als IWP-2 und XAV939 agiert
(wahrscheinlich APC und Glycogensynthase-Kinase-3 3
(GSK3p) nachgeordnet) und wirksamer ist.

In einem Bericht von 2011 konzentrierten sich Wang et al.
auf den TNKS-1- und TNKS-2-Inhibitor, XAV939, und ent-
wickelten ein robustes Verfahren zur kardialen Differenzie-
rung von Maus-ESCs.’? Die zeitliche Abstimmung der
XAV939-Behandlung ab Tag 3-5 der Differenzierung fiihrte
zu mehr als 95 % Embryonenkorpern mit spontanem Herz-
schlag an Tag 10. Maus-ESCs, die das nukleire, rot fluores-
zierende Protein unter der Kontrolle des a-Myosin-Heavy-
Chain(MHC)-Promotors exprimierten, wurden XAV939
ausgesetzt und zeigten eine 30-fache Erhohung der relativen
Haufigkeit von Kardiomyozyten sowie signifikant gesenkte
mRNA-Expressionswerte diverser Mesoderm-abgeleiteter
hématopoetischer, endothelialer und glatter Muskelzellenm-
arker auf. Zudem hatte XAV939 keine Auswirkungen auf
Ektoderm- und Endodermzellmarker. Diese Befunde zeig-
ten, dass XAV939 die kardiale Differenzierung auf Kosten
von Zellen anderer mesodermaler Zelllinien induziert.

Wie oben erwéhnt, ist statt einer Inhibierung eine Akti-
vierung des kanonischen Wnt-Signalwegs in den frithen Sta-
dien der Differenzierung menschlicher ESCs (hESCs) wie
auch menschlicher induzierter pluripotenter Stammzellen
(hiPSCs) zu frithen Mesodermzellen erforderlich.”*%*3! Dies
wurde beispielsweise unter Verwendung von CHIR99021 (10;
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Abbildung 6. GSK3p-Inhibitoren und das inaktive Analogon 1-Me-BIO.

1-Me-BIO (12)

Abbildung 6) erreicht,*®! das GSK3p hemmt, was zu einer
Ansammlung von 3-Catenin im Zellkern und zur Aktivierung
der Gentranskription fiihrt. Tseng et al. demonstrierten, dass
6-Bromindirubin-3-oxim (BIO, 11), ein weiterer Inhibitor von
GSK3p, ebenfalls die Proliferation von Kardiomyozyten in
neugeborenen und adulten Ratten stimulierte.’”) Exposition
von Kardiomyozyten von Neugeborenen gegeniiber BIO
(5 um) iiber 48 h verstirkte den Einbau von 5-Brom-2'-des-
oxyuridin (BrdU), einem Uridinanalogon, das in die neu
synthetisierte DNA eingebaut wird, um das Zehnfache. BIO
war bei 1 pMm, nicht aber bei 0.1 pm aktiv. Ein enges Analogon,
1-Me-BIO (12), das inaktiv beziiglich GSK3p ist, konnte den
BrdU-Einbau nicht fordern, was auf eine Rolle fiir die
GSK3p-Inhibition beim Eintritt von Kardiomyozyten von
Neugeborenen in den Zellzyklus schlieB3en l4sst. Folgestudien
ergaben, dass eine BIO-Behandlung die Spiegel positiver
Zellzyklusregulatoren (Cyclin D1, Cyclin A) erhéht und den
Spiegel eines negativen Effektors (CDK-Inhibitor p27) senkt,
ein Hinweis darauf, dass Zellen in die Mitose eintreten und
eine Zytokinese durchlaufen. Die Fihigkeit von BIO, die
Zellzyklusprogression in adulten Kardiomyozyten einzulei-
ten, wurde im Anschluss durch den Einbau von BrdU und die
Tatsache, dass Zellen in die Mitose eintraten, bestétigt. Unter
Verwendung von hiPSC-abgeleiteten Kardiomyozyten haben
wir jlingst aufgezeigt, dass BIO und ein weiterer GSK30-
Inhibitor (13; Abbildung 6)® den Einbau von 5-Ethinyl-2-
desoxyuridin (EdU), einem weiteren Marker der DNA-Syn-
these (Abbildung 7), verstiarkte, was darauf schlieBen lésst,
dass GSK3B-Inhibition ebenfalls den Zellzykluseintritt in
menschlichen Kardiomyozyten fordert (unverdffentlichte
Arbeit).

Wie erwéhnt ist der kanonische Wnt-Signalweg ein
Schliisselregulator der Kardiomyozytendifferenzierung und
-proliferation, wobei bisher Verbindungen entdeckt worden
sind, die entweder antagonistisch auf den Signalweg wirken
oder ihn stimulieren (Abbildung 8). Andere Signalwege
spielen jedoch ebenfalls eine wichtige Rolle. Willems et al.
verwendeten ein Maus-ESC-HCS, um Verbindungen zu
identifizieren, die dazu in der Lage waren, nicht ausdiffe-
renziertes Mesoderm in Kardiomyozyten umzuwandeln.”
Das Screening einer Substanzbibliothek hoher Diversitédt mit
17000 Eintragen zwischen den Tagen 2 und 6 der Differen-
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Abbildung 8. Modulation des kanonischen Wnt-Signalweges durch nie-
dermolekulare Verbindungen.

zierung identifizierte als Treffer das 1,4-Dihydropyridinderi-
vat ITD-1 (14; Abbildung 9). Verabreichen von ITD-1 for-
derte die Kardiogenese ab den Tagen 3-5, hob sie dagegen bei
fritherer Gabe vollig auf. Die Untersuchung des Wirkungs-
mechanismus von ITD-1 nutzte mehrere Tyrosinkinase-Inhi-
bitoren und zeigte auf, dass ein Blockieren der Transforma-
tionswachstumsfaktor-f(TGF-3)-Signalgebung die Kardio-
genese signifikant hochregulierte. Zusétzlich war die
Inhibitionsaktivitdit von ITD-1 unabhingig von Toxizitit,
Blockierung des Calciumkanals und anderen entwicklungs-
physiologischen Signalwegen wie Wnt und BMP. Die Syn-
these von 200 Analoga von ITD-1 erméglichte die Identifi-
zierung von Verbindungen aus derselben Serie mit hoherer
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Selektivitit.*"l Umfassende Studien zur Art der Wirkung von
ITD-1 auf den TGF-p-Weg zeigten, dass ein Proteasom-ver-
mittelter Abbau des TGF-f-Typ-II-Rezeptors auf der Zell-
oberfldche iiber einen Ubiquitin-unabhéngigen Mechanismus
induziert wurde. Diese Studie hob eine interessante und un-
erwartete Doppelrolle des TGF-3-Signalwegs bei der kar-
dialen Differenzierung hervor, der zuerst die Mesodermbil-
dung fordert und danach die Kardiomyozytenbildung inhi-
biert.

Choi et al. beschrieben die Verwendung eines transgenen
Systems zur Visualisierung der Kardiomyozytenproliferation
in Zebrafischembryonen.[*!! Das auf einem fluoreszierenden,
Ubiquitinierungs-basierten  Zellzyklusindikator (FUCCI)
beruhende System wurde angepasst, indem ein fluoreszie-
rendes Protein (Venus) verwendet wurde, das mit einem
Regulator des Zellzyklus (hGeminin) verkniipft war, der nach
dem cmlc2-Promotor exprimiert wurde.?! Dieses System er-
moglichte die empfindliche Identifizierung von Kardiomyo-
zyten in verschiedenen Stadien des Zellzyklus. Die transge-
nen Embryonen wurden gegen einen Satz von Modulatoren
entwicklungsphysiologischer Signalwege drei Tage nach der
Fertilisation durchmustert, da kardiales Wachstum in diesem
Stadium iiber Kardiomyozytenproliferation stattfindet. Eine
Uberpriifung der Embryonen am vierten Tag nach der Fer-
tilisation ergab, dass Verbindungen, die auf die Hedge-
hog(Hh)-, Insulinartiger-Wachstumsfaktor(IGF)- und TGF-
B-Signalwege abzielen, sich alle auf die Kardiomyozytenpro-
liferation auswirkten. Ein Einfluss des Hh-Signalwegs wurde
mit dem Smoothened-Agonisten (SAG, 15; 5 uM) nachge-
wiesen,™! der einen 60-prozentigen Anstieg der Zahl proli-
ferierender Kardiomyozyten bewirkte. Die Behandlung mit
dem IGF-Agonisten NBI-31772 (16; 2.5 um) verstérkte die
Proliferation um 41 %.* Der TGF-p-Signalweg wurde mit
dem TGF-3-Rezeptorantagonisten SB-431542 (17; 5 um) un-
tersucht, einem Inhibitor des TGF-B/Activin-Signalweges,*!
der die Kardiomyozytenproliferation verringerte (30% ). Um
die Auswirkungen auf die regenerative Kapazitit des Herzens
nach einer Ventrikelresektion oder nach genetischer Ablation
von Kardiomyozyten beurteilen zu konnen, wurden adulte
Zebrafische sechs Tage nach Verletzung mit SAG (2.5 um)
und NBI-31772 (10 um) behandelt. Diese Behandlung sti-
mulierte die Kardiomyozytenproliferation (65 % ), was darauf
schlief3en ldsst, dass eine antagonistische Wirkung auf die Hh-
und IGF-Signalwege die Kardiomyozytenproliferation beim
verletzten adulten Herzen fordern konnte. Diese Befunde
verdeutlichen, dass das beschriebene chemische Screening
von Embryonen niitzlich fiir die Entdeckung von Induktoren
der Kardiomyozytenproliferation bei verletzten adulten Ze-
brafischen war.

Eine neuartige Reihe von (-Turn-Peptidmimetika mit
kardiogenen Eigenschaften wurde von Oh et al. identifi-
ziert."! Dabei wurde ein Reportergen-Assay in Maus-ESCs
basierend auf der Expression von EGFP-1 unter der Kon-
trolle der Promotorregion von a-MHC verwendet. Es wurden
200 Verbindungen (10 um) iiber fiinf Tage durchmustert, und
acht ergaben eine mehr als doppelte Erhohung der Zahl
fluoreszierender Zellen. Im Anschluss wurden in Dosis-Wir-
kungs-Experimenten drei aktive Verbindungen bestétigt.
CW?209E (18), ein 6,6-bicyclisches $-Turn-Mimetikum, ist ein
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Abbildung 9. Niedermolekulare Verbindungen, die sich auf die Diffe-
renzierung und Proliferation von Kardiomyozyten auswirken.

eigenstdndiger Typ von Kardiomyogenese-induzierendem
Molekiil. Das Screening strukturell nah verwandter Verbin-
dungen bestétigte, dass dieses Geriist die Basis einer Tref-
ferserie bildete, und die Aktivitdt von CW209E lie3 sich auch
auf menschliche Zelllinien iibertragen. In dieser Studie wurde
ein origindrer Chemotyp fiir die Induktion der Kardiomyo-
genese entdeckt, der an der Modulation von Protein-Protein-
Wechselwirkungen beteiligt sein konnte.

In einem frithen Bericht erstellten Sadek etal. einen
Hochdurchsatz-Screening(HTS)-Assay unter Verwendung
eines Reporter-Luciferase-Gens, das in den Nkx2.5-Lokus
gentechnisch hergestellter P19CL6-PSCs eingefiigt wurde.*’!
Die Wahl von Nkx2.5 als Marker steht im Gegensatz zu
hiufig verwendeten Differenzierungsmarkern spiterer Sta-
dien (z.B. a-MHC) und stellt eine alternative Screening-
Strategie dar. Es wurde eine Bibliothek mit 147000 Sub-
stanzen durchmustert, was zur Entdeckung einer Reihe in-
teressanter Serien von Verbindungen fiihrte, einschlieBlich
einer Serie von 3,5-disubstituierten Isoxazolen (Isx).['*%

Isx1 (19), ein Cyclopropylamidderivat, wurde fiir eine In-
vivo-Charakterisierung ausgewidhlt und unter Verwendung
von Nkx2.5-luc-BAC-transgenen Reportermiusen beurteilt,
tierischen Gegenstiicken zu den im Original-HTS verwen-
deten Zellen. Eine tédgliche Verabreichung (Einmaldosis von
16 mgkg™" intraperitoneal (i.p.)) iiber eine Woche fiihrte zu
einer erhohten Luciferase-Aktivitdt im stationdren Zustand
in zwei Nkx2.5-exprimierenden Geweben, Herz und Magen.
Anhand von vermehrter DNA-Synthese, die durch BrdU-

www.angewandte.de

© 2014 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

A. T. Plowright et al.

Einbau und Mitoseaktivitdt unter Verwendung von Phos-
phohiston H3 als Marker bestimmt wurde, liel sich im
Herzen (und besonders in der Kardiomyozytenpopulation)
eine signifikant erhohte Zellzyklusaktivitdt nachweisen. Isx1
anderte zudem das Genexpressionsprofil von Notch-akti-
vierten Epikardzellen (NECs), einer herztypischen Progeni-
torzellpopulation, erheblich zugunsten Kardiomyozyten-
dhnlicher Vorstufen. Isx1 wurde nachfolgend direkt nach der
Induktion eines Myokardinfarkts (MI) verabreicht, aber die
Auswirkungen auf die Herzmuskelgene wurden durch die
MI-ausgeloste Aktivierung von Fibrosegenen aufer Kraft
gesetzt. Die Verabreichung von Isx1 drei Tage nach dem MI
fithrte zu einer signifikanten Verbesserung der Herzventri-
kelfunktion. Allerdings dauerte diese positive Auswirkung
nicht an und verschwand 21 Tage nach dem MI véllig. Zudem
hatte die Isx1-Behandlung keine Auswirkungen auf die frithe
Narbenhistologie. Auch wenn Isx1 In-vivo-Wirksamkeit
fehlte, lieferte diese Studie doch ein ermutigendes Beispiel
fiir die Induktion der Proliferation und Differenzierung
herztypischer Progenitorzellen hin zu Kardiomyozyten mit-
hilfe in vitro entdeckter niedermolekularer Verbindungen.

AnschlieBend wurden die Wirkungsweise und die Ziel-
struktur von Isx1 identifiziert.*¥ Es wurden circa 100 Ana-
loga der Isx-Startpunkte synthetisiert, was die Entdeckung
starker wirksamer Analoga wie Isx2 (20) moglich machte. Die
Autoren wiesen nach, dass Isx an der Regulierung des intra-
zelluliren Ca®"-Flusses in NECs beteiligt ist, was auf eine
Modulierung der G(q)PCR-Signalgebung schliefen lasst. Ein
GPCR-Panel-Screening  (GPCR = G-Protein-gekoppelter
Rezeptor) fiihrte zu einem Treffer — GPR68 —, einem extra-
zelluldren protonen-/pH-empfindlichem GPCR, von dem
zuvor nicht bekannt gewesen war, dass es im Herzen eine
Funktion ausiibt, gegen die Isx als direkter Agonist wirkt.
Nachfolgend wurde aufgezeigt, dass GPR68 in MI-freien
Kardiomyozyten in Méusen hochreguliert wird und GPR68-
exprimierende Zellen eine protonenempfindliche Pufferzone
um die Infarktzone herum bilden. Isx1 zielte in vivo auf diese
Pufferzone ab. Diese Studie bot ein gutes Beispiel fiir die
Anwendung von in vitro generierten Verbindungen zur Ent-
deckung und Validierung eines neuen Ziels fiir die Herzre-
generation.

Wie in diesem Abschnitt gezeigt fiihrten niedermoleku-
lare Verbindungen zu Erfolgen bei der Erkldrung der zu-
grundeliegenden biologischen Abldufe der Herzgeneration,
einschlieBlich der Rolle des Wnt-Weges. Bei den Untersu-
chungen kamen einzelne Hilfsverbindungen, das Screening
kleiner Verbindungssitze ebenso wie HTS mit iiber 100000
Verbindungen zum Einsatz (Tabelle 1). Treffer wurden iden-
tifiziert, und die Wirksamkeit kann durch medizinalchemi-
sche Optimierung verbessert werden. Viele dieser Verbin-
dungen mogen zwar gute Hilfsmittel fiir die Verwendung
in vitro sein, sie haben jedoch in vielen Féllen schlechte
physikalisch-chemische und ADMET-Eigenschaften, was sie
fiir eine In-vivo-Charakterisierung ungeeignet macht. Eine
zentrale Aufgabe wird die Weiterentwicklung eines Treffers
hin zu einer Verbindung mit In-vivo-Wirkung sein; dies er-
fordert ein Andocken und eine Aktivitit des Wirkstoffs an
der Zielstruktur ebenso wie geeignete Verbindungseigen-
schaften, um eine ausreichende Exposition im richtigen
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Tabelle 1: Beispiele fiir niedermolekulare Verbindungen, die Screening-Strategie und die Dekonvolution einer Zielstruktur.

strategisches Ziel Bibliotheks- Assay-Typ identif.  Schlissel- Dekonvolution  chemische Lit.
grofe Treffer  molekiile Nachverfolgung
Kardio-Myogenese 550 Hilfsverb. Zellen-Reporter- ja IWR-1, 5 Mechanismus  ja [30,33]
gen bekannt
Kardiomyozytendifferenzierung 4000, Diversity Set ~ Zebrafisch ja Cardionogen 1 Signalwegebene nein [34]
Kardiomyozytendifferenzierung 9600, Diversitits-ori- Zellen-Reporter- ja N11474, Signalwegebene ja [35]
entierte Bibliothek gen KY02111
Kardiomyozytendifferenzierung 1 Verbindung Maus-ESCs n.a. XAV939 Mechanismus  nein [32]
bekannt
Kardio-Myogenese 17000, Diversitits-  Zellen-Reporter- ja ITD-1 Signalwegebene ja [39]
orientierte Bibliothek gen
Kardio-Myogenese 200, Diversity Set Zellen-Reporter- ja CW209E nicht erfolg- Screening enger [46]
gen reich Nachbarn
Kardio-Myogenese 147000, Diversitits-  Zellen-Reporter- ja Isx1, Isx2 ja, GPCR-Panel- ja [13d,47,48]
orientierte Bibliothek gen Screening
Kardiomyozytenproliferation Hilfsverb. Zebrafisch ja SAG, NBI- Signalwegebene nein [41]
31772
Kardiomyozytenproliferation Hilfsverb. Siugetier-Kar-  ja BIO Mechanismus  nein [37]

diomyozyten

bekannt

Gewebe iiber eine geniigend lange Zeitspanne zu gewahr-
leisten.*”! So konnen z.B. geringe Loslichkeit, Permeabilitiit
und Verbindungstabilitdt im Blut, die haufig auf hohes Mo-
lekulargewicht und Lipophilie zuriickzufiithren sind, sowie
metabolisch empfindliche Stellen im Molekiil zu geringen
Konzentrationen der Verbindung nach der In-vivo-Dosierung
fiihren und die Chancen auf Wirksamkeit minimieren.”” Die
Optimierung mehrerer Verbindungsparameter fiir die Wei-
terentwicklung von Treffermolekiilen hin zu In-vivo-Hilfs-
mitteln und letztlich zu klinischen Kandidaten ist ein wichti-
ger Aspekt bei der Ausarbeitung von Therapien auf Basis
niedermolekularer Verbindungen.®!

Ein Beispiel wurde jiingst von Shultz et al. fiir die Opti-
mierung von XAV939 vorgestellt,?? einem potenten Inhibitor
von TNKS1 und 2 mit guter Ligand-Lipophilie-Effizienz
(LLE = pICs—logD).’¥l Allerdings weist XAV939 eine
Reihe von Risiken auf, wie geringe Loslichkeit und niedrige
Stabilitidt in Rattenlebermikrosomen, was seinen Nutzen fiir
In-vivo-Studien beeintrichtigt. Die urspriingliche Optimie-
rungsstrategie konzentrierte sich auf Molekiile, die zwar we-
niger wirksam waren, aber eine hohere LLE aufwiesen. Diese
Vorgehensweise fiihrte zu Verbindungen mit sowohl verbes-
serter Stabilitdt und Loslichkeit als auch erhohter Wirksam-
keit und geringerer Lipophilie und fiihrte letztlich zu guter
Exposition und In-vivo-Aktivitidt im Tumor-Mausmodell.

Auch wenn es gelingt herzuleiten, welcher Signalweg an
der biologischen Wirkung von niedermolekularen Verbin-
dungen beteiligt ist, ist es doch oft schwierig, die genaue
Zielstruktur zu dekonvolieren. Die einzige literaturbekannte
erfolgreiche Dekonvolution einer Zielstruktur im Zusam-
menhang mit der Herzregeneration wurde durch ein Panel-
Screening eines Satzes von GPCRs erreicht. Dies verdeutlicht
die Schwierigkeiten bei der Dekonvolution von Zielstruktu-
ren; in diesem Bereich werden in Zukunft signifikante In-
vestitionen erforderlich sein.

Diese jlingsten Forschungsarbeiten haben uns Techniken
zur Entdeckung und Nutzung niedermolekularer Verbin-
dungen fiir die Erzeugung von Kardiomyozyten in die Hand
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gegeben, und die Artikelserie von Schneider et al. ist ein
schones Beispiel fiir die Schritte von einem HTS hin zu einer
neuen Zielstruktur und In-vivo-Effekten.****I Es ist noch
viel Arbeit erforderlich, um aufbauend auf diesen Studien
Verbindungen — und letztlich klinische Kandidaten — zu
identifizieren, die spitere Stadien der Kardiomyozytendiffe-
renzierung adressieren und zu therapeutisch relevanten Kar-
diomyozytenpopulationen sowie letzten Endes zu einer ver-
besserten Herzfunktion fiihren."!

2.2. Mikro-RNAs und Anti-Mikro-RNA-Oligonukleotide

Mikro-RNAs (miRs) sind kurze (ca. 22 Nukleotide lange)
nichtkodierende Einzelstrang-RNAs, die die Genexpression
durch Adressieren komplementédrer Oligonukleotidsequen-
zen regulieren, die sich iiblicherweise in der 3'-untranslatier-
ten Region in Messenger-RNAs (mRNAs) befinden. Diese
Wechselwirkungen fiihren zur Inhibition der mRNA-Trans-
lation und so zur Suppression der Proteinexpression oder zum
Abbau der mRNA. Einzelne miRs konnen an viele mRNA-
Ziele binden und kodieren hiufig fiir mehrere Komponenten
komplexer intrazelluldrer Netzwerke. Daher kann mit einer
Manipulation der miR-Expression oder -Funktion eine si-
gnifikante Wirkung auf zelluldre Phénotypen erzielt werden.

Es stehen Methoden zur effektiven Hochregulierung der
miR-Expression oder zur Inhibition ihrer Aktivitdt zur Ver-
figung. Es konnen synthetische miRs zur Verbesserung der
Funktion oder als Ersatz von miRs verabreicht werden, die
bei einer Erkrankung verlorengingen oder herunterreguliert
wurden.™ Dies ist eine schwierige Aufgabe, und man kann
eine effektivere Funktionsverbesserung unter Verwendung
von Adeno-assoziierten Viren (AAVs) erreichen, was zu
einer robusten Expression der interessierenden miR fiihrt.>
Im Gegensatz dazu konnen antimiR-Oligonukleotid-Mole-
kiile 21 synthetisiert werden, die iiber komplementéire Ba-
senpaarung an die Ziel-miRs binden, was zur Inhibition der
miR und so zu erhohter Verfiigbarkeit von mRNA fiir die
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Translation fiihrt (Abbildung 10).””7 Die Anwendung von
Antisense-Technik auf antimiRs hat die schnelle Entdeckung
von Verbindungen ermoglicht, die sich mit hoher Spezifitit
und Affinitédt an die zu untersuchende miR binden, zellgingig
und stabil sind und eine lange Halbwertzeit in vivo aufwei-
sen.”*! Meist werden Phosphorothioatgruppen (22) in das
antimiR-Kettengeriist eingefiihrt, um die Nukleaseresistenz
zu erhohen und die Plasmaproteinbindung zu verstirken und
so die antimiR-Clearance durch Urinausscheidung zu redu-
zieren. Zudem hat der Ersatz der Hydroxygruppe in der 2'-
Position der Ribose-Einheiten stirkere Interaktionen und
stabilere Doppelhelices mit der miR-Zielstruktur ermoglicht.
Diese 2'-Zuckermodifikationen umfassen 2'-O-Methoxyethyl
(2’-MOE; 23), 2'-Fluor (2'-F; 24) und bicyclische Systeme wie
fixierte Nukleinsdure (LNA; 25) und starres Ethyl (R- und S-
cEt; 26), wobei das 2'-Sauerstoffatom iiber einen Methylen-
Linker mit der 4'-Position verbunden ist und so einen starren
Bicyclus bildet, der in einer C3'-endo-Zuckerkonformation
fixiert ist.*” Insbesondere die Oligonukleotide, die bicyclisch
modifizierte Nukleotide enthalten, haben eine dufB3erst hohe
Bindungsaffinitit, wie anhand thermischer Denaturierung
gezeigt wurde,”™) und zeigen daher eine effiziente Inhibi-
tion der miR mit erheblich kiirzerer antimiR. So wurde z.B.

A Seed-Region

A. T. Plowright et al.

mit einer kleinen LNA aus acht Nukleotiden auf die Seed-
Region (Nukleotide 2-8 am 5-Ende) der miR-15-Familie
abgezielt und damit die Wirkung mehrerer Mitglieder der
miR-15- Familie gehemmt.”!! Die Nukleaseresistenz kann
ebenfalls erhoht werden, indem die Ribose durch einen
Morpholinring (27) ersetzt wird.””? Die Eigenschaften von
antimiRs konnen mit antimiR-Molekiilen (so genannten
Antagomiren) weiter modifiziert werden. Hier werden die
beiden 2'-Hydroxygruppen durch Methoxygruppen ersetzt
(28), einige der Phosphodiesterbindungen werden zu Phos-
phorothioaten geédndert, und ein Cholesterolmolekiil wird an
das 3-Ende der antimiR konjugiert, was zu verbesserter
Aufnahme in die Zelle und In-vivo-Stabilitét fiihrt sowie die
hepatische Aufnahme der antimiR verbessert, wihrend zu-
gleich die Abgabe an andere Gewebetypen reduziert wird.!

Da miRs mit mehreren mRNAs agieren, ist es wahr-
scheinlich, dass miRs oder miR-Inhibitoren mehrere Zielgene
in moderater Weise regulieren. Diese Tatsache macht die
Bestimmung der funktionellen Relevanz einer miR und die
Dekonvolution der wesentlichen Zielstrukturen anspruchs-
voll. Wenn wir allerdings die Proteine und Signalwege ver-
stehen, die von diesen miRs beeinflusst werden und zum ge-
wiinschten Phénotyp fiihren, konnten wir vielleicht interes-
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Abbildung 10. Mikro-RNA(miR)- und antimiR-Oligonukleotide und chemische Modifikationen. A) Illustration einer miR, der entsprechenden anti-
miR und einer kleinen, fixierten Nukleinsdure (LNA), die auf die Seed-Region der miR abzielt. B) Haufigere chemische 2'-Hydroxy- und Ribose-
Geriistmodifikationen an den Adenin-Cytosin-Resten. Eine antimiR kann einzelne oder gemischte Modifikationen enthalten. C) Antagomirstruktur,
bei der die 2'-Hydroxy- durch Methoxygruppen ersetzt, einige der Phosphodiesterbindungen in Phosphorothioate geidndert und ein Cholesterol-

molekiil mit dem 3’-Ende konjugiert sind.
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sante biologische Zielstrukturen fiir eine Intervention mit
alternativen chemischen Modalitidten identifizieren. Wegen
der haufig schwer interpretierbaren biologischen Messwerte
sowie fiir das Verstdndnis der ADME-Eigenschaften der an-
timiR ist es erforderlich, die Verbindungen in Tiermodellen,
die fiir die jeweilige Erkrankung relevant sind, schnell zu
testen. antimiRs werden wegen ihrer hohen elektrischen
Ladung und ihres hohen Molekulargewichts schlecht im
Darm resorbiert und sind daher fiir eine orale Verabreichung
ungeeignet; sie miissen dementsprechend iiber intravendse
oder subkutane Injektionen oder Infusionen verabreicht
werden. Wenn eine antimiR einmal in Zellen aufgenommen
wurde, ist ihre Clearance erheblich verringert, wodurch die
antimiR eine Halbwertzeit von einigen Wochen aufweisen
kann, was zu langanhaltender biologischer Wirkung fiihrt.
Zudem ist es schwierig, die Pharmakodynamik (PD) der
Wirkstoff-Behandlung vollstiandig zu verstehen, da mehrere
Gene und Signalwege moduliert werden konnen und der
richtige Beobachtungszeitpunkt variieren kann. Eine wichti-
ge Aufgabe der Wirkstoff-Entwicklung ist daher das Ver-
stindnis der Beziehungen zwischen Pharmakokinetik (PK)
und PD sowie der Therapieschemata zur Verabreichung der
erforderlichen therapeutischen Konzentrationen in das
menschliche Zielgewebe. Es ist wichtig, nicht nur die positi-
ven Auswirkungen der Modulation der Genexpression durch
die antimiRs, sondern auch die moglichen unerwiinschten
Wirkungen infolge einer Modulation von Genen und Signal-
wegen zu iiberwachen. Das Vermeiden der korpereigenen
Immunreaktion war und ist eine der schwierigsten Aufgaben
fiir Oligonukleotid-basierte Therapeutika. Allerdings haben
chemische Modifikationen von Oligonukleotiden, besonders
in 2'-Position der Ribose, bereits zu signifikanten Verbesse-
rungen gefiihrt.>

Jiingst wurde von einer Reihe von miRs zur Regulation
der Herzfunktion und -regeneration berichtet; dabei wurden
Beispiele fiir die Verbesserung ebenso wie fiir die Inhibierung
der Funktion mithilfe von miR und antimiR gegeben.?*%]
Eulalio et al. fithrten ein Fluoreszenzmikroskopie-basiertes
HCS in Kardiomyozyten neugeborener Ratten durch, wobei
sie eine miR-Bibliothek des gesamten Humangenoms aus
875 miR-Mimetika verwendeten.” Das Screening identifi-
zierte 204 miRs, die die Proliferation ventrikuldrer Kardio-
myozyten in neugeborenen Ratten um mehr als das Doppelte
erhohten, wie anhand dreier Marker (sarkomerisches o-Ac-
tinin, Ki-67 und EdU) nachgewiesen wurde. Vierzig der miRs
verstarkten auch den EdU-Einbau und den Ki-67-Marker in
Mauskardiomyozyten, und zwei miRs, miR-590-3p und miR-
199a-3p, induzierten den Wiedereintritt postnataler Ratten-
kardiomyozyten in den Zellzyklus, wodurch die Zahl der
Kardiomyozyten erheblich stieg. Interessanterweise erhohte
keine der miRs die Proliferation von Herzfibroblasten von
Ratten. Die synthetischen miR-590-3p und miR-199a-3p
wurden nachfolgend in vivo getestet und entweder direkt in
das Herz neugeborener Ratten injiziert, oder es wurden
AAV9-Vektoren, die eine der beiden miRs exprimierten, in-
traperitoneal in neugeborene Méduse oder intrakardial in
adulte Méuse injiziert. In allen Féllen wurde eine Zunahme
der Kardiomyozytenproliferation beobachtet. SchlieBlich
wurden adulte Méuse nach einem MI mit AAV-Vektoren
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behandelt, die die beiden miRs exprimierten. Nach 60 Tagen
war die GroBe der Infarkte erheblich reduziert, und es
wurden positive Wirkungen auf die Herzfunktion beobachtet.

In einer weiteren aktuellen Studie verglichen Boon et al.
miR-Expressionsprofile von Herzen junger oder élterer
Miuse und identifizierten eine Reihe von miRs, die eine
Rolle bei der Herzpathophysiologie spielten, einschlieBlich
der miR-34- Familie, die in élteren Herzen hochreguliert
ist.*) MiR-34a ist das dominierende Mitglied dieser Familie
im Herzen und weist hohere Werte in den Kardiomyozyten
als in Nichtkardiomyozyten auf. Da zuvor gezeigt worden
war, dass miR-34a Apoptose induziert,’”” wurden 18 Monate
alte Maéuse mit einem antimiR-34a-Antagomirmolekiil,
Ant34a, behandelt. Nach einer Woche ergab Ant34a eine
verringerte Zahl toter Zellen gegeniiber den Kontrollen. Die
Wirkung von miR-34a nach einem akuten MI wurde durch
Injektion von Antagomiren oder LNA-basierten antimiRs
von miR-34a in Méuse nach dem MI beurteilt. Zwei Wochen
spater war die Kontraktilitdt des Herzens erheblich verbes-
sert, und die Menge toter Zellen (von Kardiomyozyten wie
auch Nichtkardiomyozyten) war gesunken. Folgeuntersu-
chungen zeigten weitere positive Auswirkungen auf andere
Herzzelltypen, wie Endothelzellen.

Porrello et al. haben durch einen Vergleich der miR-Ex-
pressionsprofile in Herzventrikeln von Maiusen an den
Tagen 1 und 10 nach der Geburt aufgezeigt, dass Mitglieder
der miR-15-Familie im Mausherz kurz nach der Geburt
hochreguliert werden und dass diese miRs zur Unterdri-
ckung der Zellzyklusgene, einschlieflich Checkpoint-
Kinase 1, und zum postnatalen Zellzyklusarrest beitragen.*®!
LNA-modifizierte antimiRs der miR-15-Familie wurden
nachfolgend durch subkutane Injektion postnatal an M&use
verabreicht, um die Expression der miR-15-Familie bis ins
Erwachsenenalter zu inhibieren.[] Nach 21 Tagen wurde ein
MI induziert, und die Behandlungsgruppe zeigte eine Zu-
nahme der Kardiomyozytenproliferation und im Laufe der
Zeit eine Verbesserung in der linksventrikuldren systolischen
Funktion. Diese Studien deckten auch die Induktion der
Proliferation anderer Zellen als nur der von Kardiomyozyten
auf; die Bedeutung dieses Befunds muss noch weiter erforscht
werden. Die Ergebnisse lassen darauf schlieen, dass eine
postnatale Inhibition der miR-15-Familie mit den entspre-
chenden chemisch modifizierten antimiRs die Myokardre-
generation fordert.

Ein vielversprechender Ansatz fiir die Regeneration eines
verletzten Herzens ist die Umprogrammierung von Herzfi-
broblasten zu Kardiomyozyten.”! Nach einer aktuellen
Studie von Jayawardena et al. ist die Verwendung von mehr
als einer miR vielversprechend, um das Schicksal von Zellen
in eine andere Richtung zu lenken.® In dieser Untersuchung
wurden sechs miRs basierend auf ihren Rollen bei der
Herzmuskelentwicklung und -differenzierung ausgewdéhlt,
und synthetische Mimetika dieser miRs wurden in Maus-
herzfibroblasten sowohl einzeln als auch in allen méglichen
Doppel- und Dreifachkombinationen transfiziert. miR-1 und
verschiedene Kombinationen verdnderten die Expression von
Fibroblast- zu Kardiomyozytengenen. Um das Konzept am
adulten Herzen zu testen, wurde ein miR-1-kodierender
Lentivirus oder eine Kombination aus Lentiviren, die fiir die
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miRs-1, -133, -208 und -499 kodieren, direkt nach der In-
duktion einer Myokardverletzung intramyokardial injiziert.
Nach vier Wochen wurden neue, Kardiomyozyt-typische
Zellen beobachtet. Die Befunde lassen darauf schlieBen, dass
miR-1 alleine fiir die Induktion der Expression von Herz-
markern in Fibroblasten ausreicht — allerdings konnte die
Kombination aus miR-1, -133, -208 und -499 die Reifung der
konvertierten Fibroblasten zu Zellen mit den funktionellen
Eigenschaften von Kardiomyozyten verbessern. Interessan-
terweise erhohte das Hinzufiigen des niedermolekularen
JAK-Inhibitors 1 (29)," eines Inhibitors von JAK1, 2 und 3
(Abbildung 11), die Wirksamkeit erheblich, indem der

F
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H
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JAK-Inhibitor 1 (29)
N =

SB203580 (31)

Abbildung 11. Chemische Strukturen von JAK-Inhibitor 1, Diprotin A
und SB203580 — niedermolekularen Verbindungen, die in Kombination
mit zusitzlichen Modalititen eingesetzt werden, um die Wirkung auf
die Herzregeneration zu erhdhen.

Herzmarker a-MHC und die Expression von Ionenkanélen
im Herzen weiter erhoht wurden. Zwar ist der Mechanismus
der erhohten Wirksamkeit, die mit JAK-Inhibitor 1 erreicht
wird, nicht bekannt, jedoch hilt dieser Befund faszinierende
zukiinftige Moglichkeiten fiir die Kombination von miRs und
niedermolekularen Verbindungen bereit.

Die vorgestellten Beispiele liefern hochinteressante
Daten, die letztlich sowohl zu Herzregenerationstherapien als
auch zur Entwicklung von Wirkstoffen fithren konnten, die
einige der Proteine adressieren, deren Expression von diesen
miRs beeinflusst wird. Zusétzlich wurde jlingst aufgezeigt,
dass ein LNA-modifiziertes antimiR-122-Molekiil, Miravir-
sen, bei Menschen mit Hepatitis C wirksam und gut vertrig-
lich ist, was diese Verbindungsklasse sehr vielversprechend
macht.”? Der Einsatz niedermolekularer Inhibitoren fiir
miRs ist zwar noch ein sehr junges Gebiet, aber erste Bei-
spiele entsprechender Verbindungen kommen mittlerweile
auf, und es wird interessant sein, die Entwicklungen in diesem
Bereich zu beobachten.™!

2.3. Peptide und Proteine

Peptid- und Proteinwirkstoffe werden immer leichter
verfiigbar und wichtiger fiir den Einsatz als Therapeutika.”
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Dank biotechnologischer Fortschritte verbessern sich die
Verfiigbarkeit, die Moglichkeiten zur Verabreichung und die
Vielseitigkeit dieser therapeutischen Modalititen. Zudem
ermoglichen wissenschaftliche Durchbriiche Modifikationen,
um frithere Probleme zu umgehen, darunter die Immunoge-
nitit von Proteinen und der schnelle Abbau im Plasma, der zu
kurzen Halbwertzeiten in vivo fiihrt. Zu den haufig verwen-
deten chemischen Modifikationen zdhlen die Kupplung von
Glycanen oder Poly(ethylenglycol)(PEG)-Ketten an Protei-
ne, haufig iiber eine kovalente Bindung chemisch aktivierter
Glycane bzw. aktivierter PEG-Derivate (z.B. PEG-Benzo-
triazolcarbonat) an einen Lysinrest oder eine N-terminale
Aminogruppe.””! Es wurde nachgewiesen, dass Glycosylie-
rung oder PEGylierung die Stabilitdt von Proteinen durch
Senken ihrer Clearance-Rate erhoht und so zu ldngeren
Halbwertzeiten fiihrt.”® Allerdings ist wegen der vielen re-
aktiven Stellen in Proteinen meist kaum eine Steuerung der
Positionierung dieser PEG- oder Glycanaddition moglich,
weshalb manchmal eine verringerte biologische Aktivitét
beobachtet wird. Weitere Entwicklungen chemischer Me-
thoden ermdglichen nun die positionsspezifische post-trans-
lationale Modifizierung von Proteinen.”” Vor kurzem be-
schrieben Dumas et al. die Anwendung der Suzuki-Miyaura-
Reaktion fiir die selektive Kupplung von PEG-Ketten an
Proteine mit halogenierten Aminosduren. Dabei wurde mit
PEG-Borsiurederivaten in Gegenwart von wasserloslichem
Pd"-Salz und ohne externe Liganden ein Umsatz in PEGy-
liertes Protein von bis zu 70 % erreicht.”’

Wirkstoffe auf Basis natiirlicher Proteine oder Peptide
haben den Vorteil, fundamentale Signale zu modulieren, und
das Potenzial fiir eine hohe Wirksamkeit und Selektivitét
beziiglich ihrer Zielstrukturen. Allerdings sind die jeweiligen
Signalwege auch in vielen anderen Organen und nicht nur im
Herzen vorhanden, weshalb hdufig eine Herzspezifitit er-
forderlich ist, um Nebenwirkungen zu vermeiden. Die Mo-
dulation von Signalwegen kann sich auf viele biologische
Prozesse auswirken, und zur Aufstellung wirksamer und si-
cherer Dosierungsplédne sind ein grundlegendes Verstindnis
der biologischen Mechanismen und PK-PD-Profile sowie die
Identifizierung geeigneter Biomarker erforderlich. Zudem
sind trotz der Fortschritte bei Herstellung und Verabrei-
chungsmethoden der Aufwand und die Kosten fiir die Pro-
duktion dieser Verbindungen allgemein hoher als bei nie-
dermolekularen Verbindungen, und die Verbindungen
miissen héufig iiber einen nichtoralen Weg verabreicht
werden.

Peptide, von synthetischen Peptiden mit einer Lénge von
ca. 30 Aminosduren bis hin zu therapeutischen Volllangen-
proteinen, werden als Hilfsmittel fiir die Aufkldrung biolo-
gischer Mechanismen sowie als mogliche Therapeutika fiir
die Herzregeneration untersucht.”®” Die Einblicke in Si-
gnalwege ermoglichten die Identifizierung einer Reihe von
Wachstumsfaktoren, die an der Entwicklung, dem Wachstum
und der Differenzierung des Herzens beteiligt sind.!'*"! Diese
Wachstumsfaktoren konnen eine Reihe von kardiovaskulédren
Wirkungen haben, z.B. konnen sie Angiogenese induzieren,
Apoptose verringern und die Rekrutierung und Proliferation
von Stammzellen im Myokard erhohen. Sie binden an ihre
Rezeptoren, zu denen Proteintyrosinkinasen, Cytokinrezep-
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toren und GPCRs zdhlen, oder wirken parakrin (d.h., sie
werden von der Zelle, in der sie gebildet wurden, freigesetzt
und binden an ihren Rezeptor in Nachbarzellen), wodurch sie
eine Reihe biologischer Prozesse auslosen. Die modulierten
Signalwege sind hochkomplex, und ihre Mechanismen sind
noch nicht vollstdndig geklért. Es gibt zwar eine Reihe von
Wachstumsfaktoren mit kardioprotektiver Wirkung, aber
dieser Aufsatz konzentriert sich auf solche, die nachweislich
die Regeneration durch Rekrutierung und Proliferation von
Progenitorzellen, Kardiomyozytenproliferation oder Um-
programmierung eines anderen Zelltyps zu Kardiomyozyten
induzieren. Es stehen weitere hervorragende Ubersichtsarti-
kel mit genauen Beschreibungen von Wachstumsfaktoren mit
alternativen kardioprotektiven Wirkungen zur Verfiigung.®™"!

Ein Wachstumsfaktor, der nachgewiesenermaflen das
Uberleben und die Proliferation von Herzstamm- und Herz-
progenitorzellen erhoht, ist IGF-1.%Y IGF-1 ist ein 72-kDa-
Polypeptid aus 70 Aminosduren, das an seinen Tyrosinkina-
serezeptor IGF-1R bindet und die beiden Signalwege PI3K-
Akt und MEK1/2-Erk1/2 aktiviert.®” IGF-1 ist ein Schliis-
selprotein, das an der Muskelentwicklung beteiligt ist,* und
signifikante Verdnderungen des IGF-1-Systems wurden bei
Patienten nach einem akuten MI beobachtet. Niedrige Plas-
maspiegel von IGF-1 sind in diesen Fillen mit schlechteren
Prognosen, d.h., hoherer Mortalitit und Entwicklung von
schwerer kongestiver Herzinsuffizienz assoziiert.® Ein
zweiter Wachstumsfaktor, der an der Rekrutierung und Dif-
ferenzierung von Herzstammzellen beteiligt ist, ist der He-
patozytenwachstumsfaktor (HGF). HGF, ein heterodimeres
Molekiil aus einer a-Kette (69-kDa) und einer p-Kette
(34 kDa), die iiber eine Disulfidbriicke verkniipft sind, wurde
urspriinglich als Wachstumsfaktor fiir Hepatozyten entdeckt.
Spéter wurde gezeigt, dass das Molekiil bei verschiedenen
Zelltypen sowohl anti-apoptotische als auch chemotaktische
Eigenschaften hat.®™ HGF wirkt signalgebend iiber seinen
Tyrosinkinaserezeptor, c-Met, und verschiedene Studien
haben gezeigt, dass eine HGF-Gabe an Méause entweder in-
travenos oder intramyokardial zu verbesserter Herzfunktion
nach einem MI fiihrt.* Offensichtlich iibt HGF seine Wir-
kung iiber verschiedene Mechanismen aus, z.B. tiber Proge-
nitorzellrekrutierung, Verringerung von Apoptose oder An-
giogenese.

Wegen der Beitridge unterschiedlicher Mechanismen bei
IGF-1 und HGF und wegen des Vorhandenseins beider Si-
gnalwege in Herzstammzellen haben Ellison et al. Schweinen
nach einem akuten MI eine Kombination aus IGF-1 und HGF
als eine Einzeldosis mit einer Intrakoronarinjektion verab-
reicht.® Dies fiihrte dosisabhiingig zu einer signifikanten
Aktivierung und nachfolgenden Proliferation und Differen-
zierung endogener Herzstammezellen zu Kardiomyozyten
unter Regeneration der Mikrozirkulation. Die Herzfunktion
war zwei Monate nach der Dosisgabe verbessert, und die
positiven Auswirkungen auf Uberleben und Wachstum waren
noch messbar. Den Autoren zufolge ist es unwahrscheinlich,
dass die so erzeugten Kardiomyozyten voll ausgereift sind,
weshalb sie auch nicht die volle Leistung reifer Kardiomyo-
zyten erbringen konnen. Die weitere Erforschung von Fak-
toren, die die Kardiomyozytenreifung antreiben, ist daher
notwendig.
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Ein weiteres Protein, das an der Rekrutierung von Pro-
genitorzellen (in diesem Fall von endothelialen Progenitor-
zellen) beteiligt ist, ist das Chemokin ,,stromal cell-derived
factor-1 (SDF-1). SDF-1 ist ein Protein aus 68 Aminoséuren,
das an den CXCR4-Rezeptor bindet und als ein chemotak-
tisches Agens fiir endotheliale Progenitorzellen wirkt und so
zur Regeneration der BlutgefiBe beitrigt.®™ SDF-1 wird nach
einem MI hochreguliert, aber es wird auch schnell von Di-
peptidylpeptidase-4 (DPP-IV) und Matrix-Metalloproteina-
sen wie MMP2 abgebaut.®! Die Verwendung von rekombi-
nantem SDF-1 wird durch seine kurze Halbwertzeit und ge-
ringe Konzentration in den verletzten Bereichen des Herzens
begrenzt.

Es wurden allerdings elegante Strategien entworfen, um
diese Probleme zu umgehen. Segers et al. entwickelten eine
Protease-resistente Variante von SDF-1 (S-SDF-1(S4V)), bei
der ein Valinrest an Position 4 durch ein Serin ersetzt wurde,
um gegen eine Spaltung durch MMP2 zu schiitzen; die Zahl
der DPP-IV-Spaltungen wurde durch Hinzufiigen eines
zweiten Serinrests am N-Terminus verringert, was zu hoherer
Stabilitit fiihrte.”! S-SDF-1(S4V) wurde in einem Ratten-
MI-Modell mit selbstorganisierten Peptidnanofasern verab-
reicht, um die Konzentration im Herzen zu erhdhen, und
ergab eine verbesserte Herzfunktion und Dichte von Blut-
gefilen. AufBlerdem erhohte auch die Behandlung von
Maiusen mit dem DPP-IV-Inhibitor Diprotin A (30; Abbil-
dung 11) nach einem MI die Konzentration von SDF-1 im
Herzen, was zu einer verstiarkten Progenitorzellrekrutierung
fithrte."

Unabhéngig davon konstruierten Ziegler et al. das bi-
spezifische Molekiil SDF1-GPVI aus SDF-1 und einer re-
kombinanten Form des 1oslichen thrombozytiren Kollagen-
rezeptors Glycoprotein VI (GPVI).’) GPVI bindet an Kol-
lagen an exponierten Stellen der extrazelluliren Matrix und
somit vorzugsweise an Lisionen mit beschiadigten Blutgefa-
Ben, und es bringt SDF-1 an den Wirkort. Das SDF-1-GPVI-
Fusionsprotein transportierte hohere Konzentrationen von
SDF-1 zu den verletzten Bereichen des Herzens und erhohte
die Akkumulation rekrutierter Zellen; es wurden Hinweise
erhalten, dass dabei die Angiogenese gefordert und das
Uberleben der Zellen aufrechterhalten wird. SDF1-GPVI
reduziert dann die InfarktgroBe signifikant und erhélt die
Myokardfunktion in Mausen nach einem MI aufrecht.”” Dies
ist ein eleganter Ansatz zum gezielten Transport des erfor-
derlichen Molekiils an den Wirkort und zur Verringerung
systemischer Effekte.

Ein weiterer Losungsansatz hatte eine kontrollierte Frei-
setzung von SDF-1 direkt an der Infarktstelle im Herzen mit
einem ,,Patch“ zum Ziel. Dies wurde durch die kovalente
Bindung von rekombinantem Maus-SDF-1a an Fibrinogen
iiber einen PEG-Linker untersucht.” Fibrinogen wurde mit
einem Benzotriazolcarbonatderivat von PEG (BTC-PEG-
BTC) PEGyliert, und anschlieBend wurden Maus-SDF-1a
und danach Thrombin hinzugefiigt, um ein Fibringel zu
bilden. Durch Aufbringen des Gelpatches direkt auf den In-
farktbereich besserte sich die Herzfunktion, und der Nar-
benbereich dehnte sich nicht aus.

Der mogliche, aussichtsreiche Einsatz von SDF-1 hat in
jungster Zeit durch die Veroffentlichung der Befunde einer
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klinischen Phase-I-Studie mit einem nichtviralen DNA-Plas-
mid, das fiir menschliches SDF-1 (JVS-100) kodiert, weitere
Unterstiitzung erhalten.”¥ JVS-100 wurde Patienten mit is-
chamischer Kardiomyopathie mit einer endomyokardialen
Injektion verabreicht, und nach vier Monaten wurden Ver-
besserungen bei den klinischen Endpunkten beobachtet.

Neuregulin-1 (NRG-1), ein Mitglied der Proteinfamilie
der epidermalen Wachstumsfaktoren, wird breit exprimiert —
auch im Herzen.” NRG-1 bindet an den ErbB4-Rezeptor,
was zu seiner Dimerisierung mit dem Corezeptor ErbB2 und
zur Aktivierung verschiedener Signalkaskaden fiihrt, ein-
schlieBlich der MAPK- (MAPK = Mitogen-aktivierte Prote-
inkinase) und der PI3K/Akt-Signalwege. Eine Beteiligung
von NRG-1 an Herzinsuffizienz wurde zuerst infolge von
Berichten iiber klinische Kardiotoxizitdt des ErbB2-Anti-
korpers Trastuzumab, der bei der Behandlung von Brustkrebs
eingesetzt wird, vermutet.” Zudem wird die Expression von
NRG-1 in den spidteren Stadien der Herzinsuffizienz redu-
ziert.”’

Die Verabreichung eines rekombinanten menschlichen
NRG-1 (rhNRG-1) aus 61 Aminosduren verbesserte die
Herzfunktion und die Uberlebensrate in Modellen chroni-
scher Herzinsuffizienz.”®  Verschiedene Mechanismen
wurden mit der Wirkung in Zusammenhang gebracht, ein-
schlieBlich verstdrkter Zellzyklusaktivitdten und Proliferati-
on von Kardiomyozyten durch ErbB4-Signalgebung?
sowohl in ventrikuldren Myozyten adulter Ratten als auch bei
adulten Miausen. Unseren eigenen neuesten Daten zufolge
erhoht NRG-1 den Einbau von EdU in hiPSC-abgeleiteten
Kardiomyozyten (Abbildung 7), was die Annahme stiitzt,
dass eine NRG-1-Behandlung bei menschlichen Kardiomyo-
zyten auch den Eintritt in den Zellzyklus fordert (unverof-
fentlichte Arbeit). Es werden derzeit klinische Testreihen mit
rhNRG-1 bei Patienten mit stabiler chronischer Herzinsuffi-
zienz durchgefiihrt, und es wurden ermutigende Resultate aus
zwei Studien veroffentlicht.”” Bei der ersten Studie wurde
rhNRG-1 in tédglichen intravenosen Infusionen iiber einen
Zeitraum von zehn Tagen verabreicht und zeigte eine statis-
tisch zwar nicht signifikante, aber doch stattfindende Erho-
hung der linksventrikuldren Ejektionsfraktion sowie eine
Minderung des endsystolischen und enddiastolischen Volu-
mens nach 90 Tagen, was darauf schlieBen lasst, dass hNRG-
1 dabei hilft, schéddliche strukturelle Verdnderungen des
Herzens langfristig umzukehren."

Studien mit Mitgliedern der Fibroblast-Wachstumsfaktor-
(FGF)-Proteinfamilie haben deren kardioprotektive Wirkung
aufgezeigt."® Zudem induziert p38 MAPK (p38) den Austritt
vieler Zelltypen aus dem Zellzyklus. Engel et al. zeigten, dass
der p38-Inhibitor SB203580 (31; Abbildung 11)!"" die Ex-
pression von Genen reguliert, die fiir die Mitose in Kardio-
myozyten wichtig sind."" Eine Kombination aus FGF-1 und
SB203580 bewirkte eine signifikant hohere Proliferation von
ventrikuldren Kardiomyozyten adulter Ratten als FGF-
1 oder SB203580 allein. Die p38-Inhibition, speziell die In-
hibition von p38a, ist also fiir eine FGF-vermittelte Induktion
des Zellzyklus und die Verbesserung der Proliferationskapa-
zitdt von Kardiomyozyten erforderlich. Die Behandlung von
Ratten nach einem akuten MI mit dieser Kombination fiihrte
zu weniger Narbenbildung und verbesserter Herzfunktion,
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wihrend die p38-Inhibition allein die Herzfunktion nicht
retten konnte und die ausschlieBliche Verabreichung von
FGF-1 die Angiogenese verbesserte.'’”] Diese Studien haben
ein weiteres Beispiel fiir mogliche Synergien bei der Be-
handlung mit Kombinationen von Substanzen aus verschie-
denen Modalititen aufgezeigt.

Thymosin f4 (TP4) ist ein endogenes Peptid aus
43 Aminosiuren.™ Die Verabreichung von T4 (entweder in
das Herz oder intraperitoneal) in einem Mausmodell nach
einem MI stellte die Herzfunktion im Lauf von vier Wochen
hervorragend wieder her. Es wurde eine Reihe von Wir-
kungsweisen fiir T34 vorgeschlagen, einschlieBlich der Akti-
vierung von Integrin-gebundener Kinase und Akt!™ sowie
der Anregung von Neovaskularisierung durch Induktion der
Bildung von Endothelzellen sowie Zellen der glatten Mus-
kulatur."®! Jiingst berichteten Smart et al., dass eine Vorbe-
handlung von Mausen mit Tp4 vor der Induktion eines MI
eine Population von Herzprogenitorzellen aktivierte, die als
Epikardzellen (EPDCs) bekannt sind, und die Zahl von
EPDCs erhohte, die positiv fiir den Herzprogenitormarker
Wilms Tumor-Gen 1 (Wtl +) sind.'® Das Wachstum der
EPDC-Population trug in der Folge zur Bildung neuer Kar-
diomyozyten und zur Neovaskularisierung bei, was letztlich
Funktionsparameter wie die Ejektionsfraktion verbesserte
und das Narbenvolumen verringerte.

JI-38, ein synthetischer, aus 29 Aminosiduren aufgebauter
Peptidagonist von Somatoliberin (growth-hormone-releasing
hormone, GHRH), wurde bei der Suche nach Derivaten
entdeckt, die wirksamer und stabiler als das verkiirzte Frag-
ment ,,menschliches GHRH-(1-29)-NH,* von menschlichem
GHRH sein sollten.'”” Der Ersatz einer Reihe von Amino-
sdureresten, um so den enzymatischen Abbau zu verringern,
fithrte zu JI-38, einem wirksameren Agonisten mit ldngerer
Wirkung als der von nativem GHRH. Vor kurzem fiihrte eine
JI-38-Behandlung nach einem MI bei Ratten zu besserer
Herzfunktion sowie geringerer Infarktgroe und Herzfibrose
als bei Gabe von rekombinantem Ratten-Wachstumshormon
(rrGH)." Die Proliferationsrate endogener kardialer c-kit*-
Progenitorzellen war ebenfalls erhoht. Interessanterweise
schien die Wirkung von JI-38 nicht die GH/IGF-1-Achse zu
betreffen, da die Blutspiegel dieser Hormone nach der Be-
handlung, anders als bei Behandlung mit rrGH, nicht erhoht
waren. Der fiir diesen Unterschied verantwortliche Mecha-
nismus ist nicht geklért.

Die Zukunft birgt interessante Moglichkeiten fiir diese
Peptide und Proteine. Erste Daten sowohl bei Tieren als auch
in frithen klinischen Studien sind ermutigend und belegen das
Potenzial zur Herzregeneration nach einer Verletzung (Ta-
belle 2). Allerdings muss eine lingere Gabe von Wachs-
tumsfaktoren sorgféltig auf unerwiinschte Wirkungen wie die
Entstehung oder das Fortschreiten von Krebs kontrolliert
werden. Erforderlich sind auch eine detailliertere Aufklérung
der Mechanismen der kardioprotektiven Wirkungen dieser
Verbindungen (z.B. NRG-1) sowie ein besseres Verstindnis
von PK-PD-Eigenschaften und Biomarkern.

FEine alternative, elegante Strategie, um Proteine zu do-
sieren und ihre In-vivo-Exposition zu verstdrken, ist das
Verabreichen modifizierter mRNA (modRNA), die fiir das
gewiinschte Protein kodiert."™ Die mRNA kann anschlie-
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Tabelle 2: Herzreparatur und -regeneration mit miRNAs, niedermolekularen Verbindungen, Peptiden oder Proteinen in Myokardinfarktmodellen.

strategischer Ansatz Zielzelltyp? Spezies Wirkmechanismus Funktions- Nachbeob- Lit.
verbesserung  achtung
Kardiomyozytenproliferation:
Inhibitoren der miR-15-Fami- CM Maus Proliferation ja 21 Tage [68]
liet®
miR-590/199a-Mimetika!® CM Maus Proliferation ja 60 Tage [5¢]
Neuregulin-1 CcM Maus Proliferation ja 14 Wochen [5b]
Epikardzellen:
Thymosin 34 EPDC Maus Ausbreitung und Differenzierung zu ECs und  ja 28 Tage [106]
CMs
Isx-1 und 2 EPDC Maus kardiomyogene Differenzierung ja 7 Tage [13d]
c-kit'-Herzprogenitorzellen:
IGF-1/HGF¥ CPC Maus, Proliferation und myogene Differenzierung ja 21 Tage [87]
Schwein
JI-38 CPC Ratte Proliferation ja 28 Tage [79]

In-vivo-Umprogrammierung somatischer Herzzellen:

miR1/133/208/499' CF Maus Konvertierung in CMs nicht feststell- 28 Tage 8]
bar

Knochenmark-abgeleitete Progenitorzellen:

SDF-11f BMC Ratte Rekrutierung ja 28 Tage [90]

[a] BMC: Knochenmark-abgeleitete Progenitorzelle, CF: Herzfibroblast, CM: Kardiomyozyt, CPC: Herzprogenitorzelle, EC: Endothelzelle, EPDC:
Epikardzelle. [b] Subkutane Injektion von LNA-modifizierten antimiRs. [c] Intramyokardiale Injektion von AAV9-Vektoren, die die miR exprimieren.
[d] Intrakoronare Injektion von zwei Proteinen. [e] Intramyokardiale Injektion von Lentiviren-kodierenden miRs. [f] Intramyokardiale Injektion von

Nanofasern.

Bend translatiert werden, um das Protein in situ mithilfe des
zelleigenen Proteinsyntheseapparats zu produzieren. In einer
bahnbrechenden Arbeit haben Kariko et al. gezeigt, dass ein
Ersatz von Uridin-5'-triphosphat durch Pseudouridin-5'-tri-
phosphat wéhrend einer In-vitro-Transkriptionsreaktion
modRNA erzeugt, wobei jedes Uridin (32) durch Pseudo-
uridin (33), ein natiirlich auftretendes modifiziertes Nukle-
otid (Abbildung 12), ersetzt wird.'” Diese modRNA unter-
driickt die RNA-vermittelte Immunaktivierung und verbes-
sert zudem die Translationskapazitit der mRNA.'*!

Weitere Arbeiten von Warren et al. zur Umprogrammie-
rung menschlicher Zellen auf Pluripotenz und zur gerichteten
Differenzierung haben gezeigt, dass ein vollstindiger Ersatz
von Uridin durch Pseudouridin und der Ersatz von Cytidin
(34) durch 5-Methylcytidin (35) die Immunreaktion weiter
verminderte und die Proteinexpression erhohte."” Kormann
et al. haben zudem demonstriert, dass der Ersatz von 25%
des Uridins und Cytidins durch 2-Thiouridin (36) bzw. 5-
Methylcytidin die mRNA-Bindung an den Toll-Like-Rezep-
tor (TLR) 3, TLR7, TLR8 und den RNA-empfindlichen
Immunsensor ,,Retinsdure-induzierbares Protein I (RIG-I)
reduzierte; auBerdem wurde die angeborene Immunantwort
deutlich weniger stark aktiviert und zugleich die Stabilitét der
mRNA erhoht, was eine ldngere Proteinexpression ermog-
lichte.['"]

Zangi et al. verwendeten erst vor kurzem modRNA, die
den humanen vaskulidren endothelialen Wachstumsfaktor-A
(VEGF-A)kodiert, einen angiogenen Faktor, der signalge-
bend iiber seinen Rezeptor KDR wirkt.""”! Eine intramyo-
kardiale Injektion von VEGF-A-modRNA in Miuse fiihrte
zu besseren Behandlungsergebnissen im Myokard nach
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Abbildung 12. Die modifizierte RNA wird in einer In-vitro-Transkripti-
onsreaktion mit einer T7-Polymerase synthetisiert."'” In dieser Reakti-
on kénnen die Pyrimidinbasen Uridin und Cytidin ersetzt werden.

einem MI, was teilweise auf die verbesserte Bildung funk-
tioneller Gefédle im verletzten Herzen zuriickzufithren war.
Interessanterweise wurde der Herzprogenitormarker Wtl
von der VEGF-A-modRNA erheblich hochreguliert, was
belegt, dass der Pool von Wtl +-EPDCs vergroflert und die
Differenzierung dieser Progenitorzellen zu Endothelzellen
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verbessert wurde. Es wurde auch eine geringfiigige Verstar-
kung der Kardiomyozytendifferenzierung beobachtet, es ist
allerdings unwahrscheinlich, dass dieser Effekt therapierele-
vant werden kann. Diese Studie illustriert modRNA als fas-
zinierende neue Modalitit fiir die transiente Expression von
Proteinen in vivo; eine weitere Erhohung der mRNA-Stabi-
litdt, wodurch die Proteinexpression sowie der Wirkstoff-
Transport zum gewiinschten Gewebe — oder gar Zelltyp —
noch effizienter werden wiirden, konnte die Perspektiven
dieser Methode noch verbessern.

3. Hiirden in der Wirkstoff-Forschung

Wegen der komplexen Struktur des Herzens sind bei jeder
Modalitit viele Hiirden zu iiberwinden, bevor wirksame und
sichere Arzneimittel entwickelt werden konnen. Trotz der
Fortschritte bei der Kldrung der Wirkmechanismen zahlrei-
cher Substanzen ist bei weitem noch nicht gekldrt, wie un-
terschiedliche Substanzen ihre jeweiligen biologischen Wir-
kungen hervorrufen. So zeigt beispielsweise eine Reihe von
Wachstumsfaktoren mehrfache Wirkungen, und von Natur
aus wirken die miRs oder antimiRs auf viele Gene und po-
tenziell auf Signalwege. Zudem ist die Physiologie adulter
Stammzellen immer noch wenig verstanden, was unser
Wissen dariiber, wo eine bestimmte adulte Stammzellenpo-
pulation im Herzen vorkommt, wie sie aktiviert und/oder
mobilisiert wird, wie sie amplifiziert wird und sich differen-
ziert, weiter einschrénkt. Daher ist noch viel Forschungsauf-
wand erforderlich, um die beteiligten molekularen Mecha-
nismen zu verstehen und so letztlich neue Zielstrukturen und
Signalwege fiir die Wirkstoff-Forschung aufzudecken. Wie die
Wirkung einer Reihe von Kombinationstherapien bereits
angedeutet hat, konnten weitere, phénotypische oder poly-
pharmakologische Losungsansitze groere Chancen bieten.

3.1. Ubertragung vom Modell auf den Menschen

Um eine Leitverbindung erfolgreich durch den Prozess
der Wirkstoff-Forschung und -Entwicklung zu fithren, muss
man ausgehend von biochemischen In-vitro-Studien und
Zellassays iiber Wirksamkeitsstudien in préklinischen Mo-
dellen und Sicherheitsstudien an Tieren letztlich die Wirkung
der Verbindung auf menschliche Patienten iibertragen. Die
Uberfithrung von In-vitro-Aktivitit in therapeutisch niitzli-
che In-vivo-Wirkung ist eine der grofiten Hiirden. Will man
Erfolge auf diesem Gebiet erzielen, miissen neue Methoden
und Techniken entwickelt werden, einschlieBlich neuer Bild-
gebungs- und diagnostischer Verfahren sowie Biomarker, mit
denen sich Wirksamkeit und Sicherheit zuverldssig vorher-
sagen lassen. Zu beachten ist, dass Therapien, die in Krank-
heitsmodellen mit Nagetieren routinemifig funktionieren,
nicht unbedingt dieselbe Wirkung beim Menschen zeigen.
Tierexperimente haben jedoch erhebliche Beitrige zum
Verstdandnis von Krankheiten beim Menschen geleistet, und
es sind ermutigende Daten fiir einige der beschriebenen
therapeutischen Modalitédten verfiigbar. Sie miissen allerdings
fortlaufend verbessert werden, um die Wirksamkeit von Be-
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handlungsstrategien in klinischen Studien besser vorhersagen
zu konnen.'™ Fiir die Herzregeneration werden mehrere
Tierarten als Modelle verwendet. Nicht-Nagetierspezies
bieten Vorteile wie groBere KorpergroBe, Ahnlichkeit mit der
menschlichen Physiologie und Pathologie und hohere Le-
benserwartung. So gleichen beispielsweise Grée und Ana-
tomie eines Schweineherzens stark denen des menschlichen
Herzens, und der Krankheitsstatus kann genauer nachvoll-
zogen werden.

Die Ubertragung der Wirkung einer Verbindung von
Tieren auf Menschen erfordert ein tiefgreifendes Versténdnis
der biologischen Signalwege iiber die Grenzen von Spezies
und speziesspezifischen Eigenschaften hinweg. Unterschiede
bei der Manipulation von Signalkaskaden konnen entgegen-
gesetzte Wirkungen hervorrufen, die dieses Verstindnis
erschweren konnen. Bemerkenswerterweise reguliert
p38MAPK die Erzeugung von hESC-abgeleiteten Kardio-
myozyten negativ, fordert aber die Bildung von Kardiomyo-
zyten aus Maus-ESCs.!'

3.2. Wahl des Behandlungszeitpunkts nach einem MI

Schlagende Herzzellen konnen bereits in vitro generiert
werden (auch wenn sie moglicherweise nicht voll entwickelt
sind), aber das Verstidndnis der Faktoren, die die Reparatur
von Kardiomyozyten-Progenitorzellen und des Herzens
wihrend der Entwicklung oder nach einer Verletzung steu-
ern, entwickelt sich noch immer weiter. Dieses Wissen ist
notig, um die Regeneration des Herzens zeitgenau und effi-
zient stimulieren zu konnen. Fiir eine maximale Wirksamkeit
ist die genaue Aufklirung der PK-PD-Beziehungen des
Wirkstoffs entscheidend, um einen passenden Dosierungs-
plan aufstellen und so die benétigte Wirkstoff-Konzentration
im Herzen erzielen zu konnen. Niedermolekulare Verbin-
dungen konnen prizise an das Herz abgegeben werden;
zudem sind ihre PK-PD-Beziehungen gut verstanden, was in
einer dynamischen klinischen Situation von Vorteil ist.

Wir miissen uns bewusst sein, dass fehlende Wirksamkeit
und sogar Sicherheitsbedenken auch eine Frage des richtigen
Timings sein konnen. So kann die Verabreichung eines The-
rapeutikums unmittelbar nach einem MI die Herzmuskelre-
generation verbessern und die fibrotische Reaktion ein-
schrianken. Allerdings muss die Herzwand ausreichend stark
sein, um dem Druck eines schlagenden Herzens standhalten
zu konnen, weshalb ein gewisses Maf3 an fibrotischer Repa-
ratur erforderlich sein kann. Eulalio et al. haben gezeigt, dass
das Timing der miR-Expression entscheidend ist: Eine gute
Wirkung wurde erzielt, wenn die miRs unmittelbar nach dem
MI, nicht aber, wenn sie mehrere Tage spéter injiziert wur-
den.P? Zusitzlich zum richtigen Zeitpunkt ist auch die Be-
handlungsdauer wichtig. Eine Dosierung von thNRG-1 iiber
10 Tage verbessert die Funktion fiir mindestens 90 Tage.[”"!
Allerdings wirken einige Behandlungen wahrscheinlich akut,
wihrend andere eine groBere Wirkung auf den langerfristigen
Umbau des Herzgewebes haben mogen, und vielleicht ist
sogar eine ldangere kontinuierliche Therapie notig, um eine
giinstige Wirkung auf die Herzstruktur und -funktion sowie
die Uberlebensrate zu zeigen.
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3.3. Sicherheitsaspekte

Da viele Modalitdten auf grundlegende entwicklungs-
physiologische Signalwege abzielen, wurden versténdlicher-
weise Bedenken im Hinblick auf die Sicherheit regenerativer
Therapien geduBlert, z. B. was die Moglichkeit fiir genetische
Instabilitdt angeht, die beispielsweise zu Proliferationssto-
rungen, einschlieBlich Tumorbildung und -wachstum, fithren
kann. Die Dosierung jeder Verbindung muss verstanden und
kontrolliert und sorgfiltig beziiglich ihrer Auswirkungen auf
andere Gewebe iiberwacht werden. Die Entwicklung von
Verfahren zur Identifizierung moglicher Sicherheitsrisiken —
wie quantitative préklinische und klinische Bildgebungs-
techniken — wird entscheidend dafiir sein, die Sicherheitsas-
pekte der Stimulation einer Reparatur beschiadigten Gewe-
bes ausgehend von endogenen Stammzellenquellen genauer
aufzukldren. Zudem sind ein detailliertes Genexpressions-
Profiling und eine bioinformatische Analyse wichtig, um
Genexpressionsmuster zu verfolgen; dieses Wissen kann auch
dazu verwendet werden, Wirkstoff-Kandidaten mit wiin-
schenswerten Eigenschaften zu finden, wihrend zugleich
Nebenwirkungen eliminiert oder minimiert werden.

Es sind auch unerwiinschte epigenetische Verdnderungen
moglich, die tiefgehende Auswirkungen auf Zellen haben
konnten, da die Biologie normaler adulter Stammzellen
durch epigenetische Programmierung reguliert wird.'™
Daher ist es wichtig, die mit der Behandlung assoziierten
globalen epigenetischen Verdnderungen zu studieren. Die
Charakterisierung der Beziehungen zwischen dem Epigenom,
der Pluripotenz und der Tumorgenitét diirfte fiir die Ent-
wicklung sicherer regenerativer Medikamente niitzlich
sein.

Eine Strategie zur Verringerung nachteiliger Effekte in
Nicht-Herzgewebe besteht darin, im Anschluss an einen MI
gezielt das Herz, moglicherweise sogar das Infarkt-Randge-
biet zu adressieren (Abbildung 13).'"7) Es kénnen mehrere
Techniken zur Anwendung kommen, einschlieBlich der di-
rekten intramyokardialen Injektion wihrend eines Eingriffs
am offenen Herzen und katheterbasierter Verfahren.”” Al-
lerdings ist fiir eine langere Therapie eine weniger invasive
Behandlung erforderlich. Nach einem MI setzt das verletzte
Herz hiufig spezifische Proteine frei, die es vom umgeben-
den, gesunden Gewebe unterscheiden und einen Angriffs-
punkt bieten, um die interessierende Zielstruktur zu adres-
sieren. Das SDF1-GPVI-Fusionsprotein, bei dem das GPVI-
Protein das lenkende Molekiil ist, ist ein Beispiel.”? Ein
weiteres Beispiel ist das Thrombozyten(P)-Selectin, ein Re-
zeptor auf Endothelzellen, der das Wandern von Zellen ver-
mittelt und im ischdmischen Myokard hochreguliert wird.
Scott et al. injizierten systemisch einen P-Selectin-Antikor-
per, der mit VEGF-tragenden Immunliposomen konjugiert
war, und wiesen Verbesserungen der Herzfunktion nach, die
mit unspezifischem VEGF nicht beobachtet wurden."® Die
genannten Beispiele verdeutlichen das Potenzial einer ge-
zielten Heranfiithrung verschiedener therapeutischer Moda-
litdten an ein verletztes Herz nach systemischer Injektion.
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Abbildung 13. Strategien fiir gezielte kardioregenerative Therapien:

a) intramyokardiale Injektion beim Eingriff am offenen Herzen; b) ka-
theterbasierte Vorgehensweisen wie 1. intrakoronare Injektion und

2. intramyokardiale Injektion; c) bispezifische Konjugate mit einer auf
das verletzte Herz gerichteten Komponente, die tber einen geeigneten
Linker mit dem Wirkstoff verbunden ist; d) Liposomen, die Wirkstoff-
Molekiile enthalten, iiber einen Linker mit Antikérpern oder Peptiden
beschichtet, um Proteine oder Rezeptoren in einem verletzten Herzen
zu adressieren; e) Biopolymere zum Lokalisieren von Wirkstoffen in
den verletzten Regionen.

3.4. Eine breite interdisziplindre Zusammenarbeit ist nétig

Die beschriebenen Hiirden und Chancen erfordern eine
interdisziplindre Zusammenarbeit, und Forscher miissen
bereit sein, sich in neue Bereiche zu begeben (Abbildung 14).
So wird es wohl Moglichkeiten fiir Kombinationstherapien
unter Verwendung verschiedener therapeutischer Modalité-
ten geben, wofiir man wahrscheinlich neue Verabreichungs-
techniken entwickeln miissen wird. Das Wissen iiber
Stammzellen und Entwicklungsbiologie muss stark vertieft
werden, damit alle chemischen, DMPK- und Sicherheitsas-
pekte (DMPK = drug metabolism and pharmacokinetics)
iiber die Grenzen zwischen Makromolekiilen und niedermo-
lekularen Verbindungen hinweg beriicksichtigt sind. Es ist
eine enge Zusammenarbeit sowohl mit Experten in Verab-
reichungstechniken und Geritetechnologie als auch mit

' Biowissenschaften,
3 \ ~ Chemie,  § r

rundlage i

ng

Zugang zu
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Entscheidungstrager

Abbildung 14. Interdisziplindre Forschung ist notig.
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Arzten, die Erfahrung in der kardiovaskuliren Medizin
haben, erforderlich. Viele dieser Fortschritte werden von
einer sehr produktiven Zusammenarbeit zwischen Wissen-
schaftlern in Hochschulen und der Industrie vorangetrieben
werden und diirften noch zu wichtigen Durchbriichen fiir die
Bewiltigung dieser bedeutenden Aufgaben fiihren.

4. Schlussfolgerungen und Ausblick

Nur wenige therapeutische Bereiche sind so stark ge-
wachsen wie in jlingster Zeit das Gebiet der Herzregenera-
tionsmedizin. Dennoch bleibt deren langfristiges therapeuti-
sches Potenzial auch weiterhin unsicher. Studien mit unter-
schiedlichen chemischen und therapeutischen Modalitdten
helfen bei der Aufkldrung und Beeinflussung der zugrunde-
liegenden, komplexen biologischen Ablédufe; Beispiele haben
positive Wirkungen auf die Kardiomyozytenbildung, die
Verkleinerung des beschédigten Bereichs nach einem MI und
die Herzfunktion gezeigt. Einige Wirkstoffe, z.B. NRG-1,
zeigten giinstige Effekte in klinischen Versuchen und weisen
den Weg hin zur Entdeckung neuer Therapien. Der Einsatz
niedermolekularer Verbindungen ist weniger weit fortge-
schritten, es finden sich aber auch hier mittlerweile Beispiele.
AufBlerdem wurde vor einigen Jahren das erste regenerative,
insitu auf gewebetypische Progenitorzellen wirkende nie-
dermolekulare Medikament, Eltrombopag, fiir Patienten mit
Thrombozytopenie zugelassen.[''”)

Neuartige Screening-Methoden, einschlieSlich phidnoty-
pischer Ansidtze, sowie die Verfiigbarkeit relevanter
menschlicher Zellen und Krankheitsmodelle erméglichen die
Entdeckung neuer Wirkstoffe. Wiahrend es moglich war, eine
Reihe von Signalwegen und endogenen Signalen zu ermitteln,
die mit den gewiinschten biologischen Wirkungen zusam-
menhéngen, bleibt jedoch eine der Schwierigkeiten die De-
konvolution der tatsdchlichen molekularen Zielstruktur(en).
Hier gibt es zwar Fortschritte, teilweise dank moderner,
leistungsstarker Massenspektrometrietechniken, klar aber
ist, dass zur Zieldekonvolution neue Techniken erforderlich
sein werden. Diese Entwicklungen auf dem Gebiet der
Herzregeneration, einschlieSlich der Anwendung auf viele
der hier vorgestellten Beispiele, konnten interessante biolo-
gische Zielstrukturen fiir eine Intervention mithilfe alterna-
tiver chemischer Modalitdten aufdecken.

Ein genaues Verstidndnis der modulierten Signalwege ist
sowohl fiir eine gute Wirksamkeit als fiir eine ausreichende
Sicherheit der Therapie erforderlich. Dazu gehort die Uber-
tragung der Wirkungen aus Tiermodellen auf den Menschen,
wobei man auch die Unterschiede zwischen den jeweiligen
Spezies identifizieren muss, da diese sich auf das Ergebnis der
Therapie auswirken konnen. Au3erdem ist der Zeitpunkt der
Behandlung wichtig; daher sind das Verstdndnis der PK-PD-
Profile sowie die Identifizierung geeigneter Biomarker er-
forderlich, um wirksame und sichere Dosierungspldne auf-
stellen zu konnen. Fortschritte bei chemischen Methoden und
bei Anwendungen in der Biotechnologie ermoglichen die
Synthese, Modifizierung und Optimierung verschiedener
therapeutischer Modalititen, um Molekiile mit variablen
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ADME- und Wirksamkeitseigenschaften zu erhalten und so
zu optimalen PK-PD-Eigenschaften zu gelangen.

Die Auswirkungen einer regenerativen Behandlung auf
andere Gewebe miissen sorgfiltig iiberwacht werden, um
Nebenwirkungen zu minimieren. Hierfiir wird es vorteilhaft
sein, quantitative Bildgebungstechniken, detailliertes Gen-
expressions-Profiling und leistungsstarke bioinformatische
Analysemethoden zur Verfolgung von Genexpressionsmus-
tern zu entwickeln. Eine Strategie zur Verringerung uner-
wiinschter Nebenwirkungen in Nicht-Herzgewebe ist die
zielgerichtete, nichtinvasive Adressierung des Herzens. Es
gibt in diesem Bereich mittlerweile einige interessante Bei-
spiele wie bispezifische Konjugate und Immunliposomen, und
neue Techniken — und deren Anwendung auf z.B. Biopoly-
mere — diirften interessante Moglichkeiten fiir eine solche
Adressierung nach systemischer Verabreichung bieten. Viele
der genannten Entwicklungen werden durch eine hochpro-
duktive Zusammenarbeit zwischen Wissenschaftlern an
Hochschulen und in der Industrie vorangetrieben werden.

Wie wir in diesem Aufsatz verdeutlichen wollten, gibt es
immer mehr Anhaltspunkte dafiir, dass die endogene Mo-
dulation adulter Stammzellen, die Induktion der Kardio-
myozytenproliferation sowie die Umprogrammierung spezi-
fischer Zelllinien (z.B. Herzfibroblasten) zur Generierung
funktionstiichtiger Kardiomyozyten mithilfe von niedermo-
lekularen Verbindungen und Makromolekiilen erreichbare
Ziele sind. Man wird neue Moglichkeiten schaffen, um che-
mische Methoden in unterschiedlichsten Zusammenhéngen
iiber die traditionellen Grenzen zwischen nieder- und ma-
kromolekularen Verbindungen hinweg nutzen zu konnen.
Wenngleich es auch weiterhin beachtliche technische Hiirden
gibt, konnte es irgendwann doch méglich sein, mithilfe der
hier vorgestellten regenerativen therapeutischen Strategien
das Problem des Mangels an Herzspendern und humanen
Kardiomyozyten zu tiberwinden und damit letztlich die Art,
wie wir Herzinsuffizienz behandeln, grundlegend zu verén-
dern.

Wir danken Mei Ding und Henrik Andersson fiir die Samm-
lung der Daten zur Kardiomyozytenproliferation, Lauren
Drowley, Tony Johansson, Lennart Lindfors und Yafeng Xue
fiir ihre Beitrige zu den Abbildungen sowie Asa Lindeldf und
Nidhal Selmi fiir Literaturbeitrige.
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