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|. Kurzbericht (max. 2 Seiten)

1. Aufgabenstellung

In dem Forschungsvorhaben sollten GRKS5-Inihibitoren flir eine orale Therapie von
Herzinsuffizienz und pathologischem Wachstum des Herzens optimiert werden. Im
Teilvorhaben des ISAS wurden die Frontrunnerverbindungen, die durch das LDC identifiziert
wurden, in vivo in Mausmodellen fir kardiale Hypertrophie (Transverse Aorten-Konstriktion =
TAC) und fur Myokardinfarkt auf ihre Wirksamkeit getestet, sowohl in einem praventiven als
auch in einem therapeutischen Ansatz. Die zwei Frontrunnerverbindungen zeigten eine gute
Wirkung auf die Reduktion des Herzwachstums und Verbesserung der Herzfunktion.
AuRerdem wurde das Uberleben der Mause durch die Behandlung mit den Substanzen
signifikant verbessert. Diese Substanzen wurden durch das LDC fiur die orale Gabe
weiterentwickelt und anschliel3end in einer oralen therapeutischen Studie (TAC) untersucht.
Zudem hat das ISAS die Entwicklung weiterer Methoden zur in vitro Charakterisierung der
GRK5-Inhibitoren etabliert.

2. Wissenschaftlicher und technischer Stand vor Beginn des Vorhabens

GRKS ist eine G-Protein gekoppelte Rezeptorkinase, die im Gegensatz zu anderen im Herzen
exprimierten GRK-Isoformen nicht nur am Rezeptor, sondern auch durch Translokation in den
Zellkern Einfluss auf die Herzmuskelzellen nimmt. Die Translokation von GRKS in den Zellkern
ist mit pathologischen Stressfaktoren assoziiert, wie zum Beispiel Sympathikusaktivierung und
chronische Druckuberlastung. Diese pathologischen Stressfaktoren kdnnen zum Beispiel
durch Phenylephrin-Gabe oder Ligation der transversen Aorta (TAC) simuliert werden. GRK5
Expression ist in der Herzinsuffizienz deutlich erhéht und genetische Mausmodelle, die GRK5
im Herzen Uberexprimieren bzw. GRK5-defizient sind, zeigten, dass GRK5 ursachlich in die
Entwicklung von Herzinsuffizienz involviert ist. Trotz dieser Befunde haben sich die
Pharmaindustrie und Forschung vor allem auf GRK2-Inhibitoren konzentriert, so dass fur
GRKS5 bisher kein selektiver Inhibitor bekannt ist oder sich in klinischer Entwicklung befindet.
Alle Arbeiten zu GRK5 befanden sich noch in der Grundlagenforschung. Eine entsprechende
Evaluation der Schutzrechte und Informationsrecherchen durch das LDC bestatigte, dass es

fur GRK5-Inhibitoren keine konkurrierenden Projekte gibt.

3. Planung und Ablauf des Vorhabens

Die Wirksamkeitsstudien zu den Testsubstanzen haben sich bedingt durch die Corona-

Pandemie, aufgrund des eingeschrankten Zugangs zur Tierhaltung und somit zu den Mausen
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und der Personalverfigbarkeit verzogert. Daher wurden teilweise die in vitro
Charakterisierungen der Substanzen u.a. bezlglich beta-adrenerger Signaltransduktion,
Kontraktilitdt, Arrhythmien, Hypertrophie vorgezogen. Die in vivo Studien (transverse
Aortenkonstriktion und Myokardinfarkt; praventiv und therapeutische Applikation) mit
intraperitoneal (i.p.) applizierten Frontrunnersubstanzen sind abgeschlossen und die Studie
mit den oral verfugbaren modifizierten Substanzen ist abgeschlossen (TAC, therapeutisch),

muss jedoch noch ausgewertet werden.

4. Wesentliche Ergebnisse

Es wurden in wvitro und in vivo Untersuchungen zur Charakterisierung der
Frontrunnersubstanzen und deren modifizierten Substanzen hinsichtlich ihrer Effekte auf die
Herzfunktion und -histologie sowie auf Herzmuskelzellen zusammen mit dem LDC
durchgefiihrt. Die Substanzen wurden in mehreren Mausmodellen fir chronische
Herzinsuffizienz getestet und in vitro Assays zur Charakterisierung der Substanzen
durchgefiihrt, die Aufschlisse Uber die Rezeptorregulation und Effekte auf Zellviabilitat,
Kontraktilitdt und Arrhythmien geben. Die in vivo Ergebnisse zeigten die Effektivitat der
getesteten GRKS5-Inhibitoren in der Behandlung von Herzinsuffizienz hinsichtlich der
Hemmung von Kkardialer Hypertrophie, interstitieller Fibrose und einer verbesserten
Herzfunktion. Die gute Vertraglichkeit der Substanzen konnte in vitro bestatigt werden (u.a.

Zellviabilitat und Schlagfrequenz) und die Hypertrophie-hemmende Wirkung validiert werden.

5. Zusammenarbeit mit anderen Forschungseinrichtungen

Das Projekt wurde als Kooperationsprojekt mit dem LDC und Jemincare durchgefiihrt. Alle
Konsortialpartner haben ihre Kernexpertisen in das Projekt eingebracht. Das ISAS hat
aufgrund seiner Expertise im kardiovaskularen Bereich und GPCR Signaling vor allem die
Validierung der Wirksamkeit der Substanzen in vivo als therapeutische Strategie Gbernommen
sowie des Aufbaus und der Durchfihrung von in vitro Verfahren zur weiteren
Charakterisierung der Substanzen auf das GPCR Signaling und in vitro Charakterisierung der

Substanzen auf die Physiologie der Herzmuskelzellen.

4/13


sarah.metzler
Stempel


GEFORDERT VOM

.
o e " Leibniz-Institut fir Analytische
& Bundesministerium lS a S Wissenschaften

fiir Bildung —

und Forschung

Il. Eingehende Darstellung
1. Ergebnisse des Vorhabens

Hintergrund:

Herzinsuffizienz stellt eine Krankheitsentitat mit unterschiedlichen Ursachen, aber einem
gemeinsamen klinischen Phanotyp dar. Insgesamt sind dber 40 Millionen Menschen von
Herzinsuffizienz betroffen. Trotz deutlich verbesserter Ergebnisse bei Patienten mit
Herzinsuffizienz, die mit aktuellen Therapeutika behandelt werden, besteht immer noch ein
klarer Verbesserungsbedarf. G-Protein-gekoppelte Rezeptorkinasen (GRKs) werden in den
Kardiomyozyten exprimiert und sind dafur bekannt, wichtige Signaltransduktionswege im
Herzen zu steuern. Insbesondere wurde festgestellt, dass GRK2 und GRK5 nicht nur unter
physiologischen, sondern auch unter pathophysiologischen Bedingungen eine entscheidende
Rolle spielen. Wahrend mehrere Entwicklungsprogramme fir GRK2-Inhibitoren aufgelegt
wurden, die jedoch aufgrund von Selektivitdtsproblemen und unbeabsichtigten
Nebenwirkungen scheiterten, hat das LDC niedrig nanomolare und selektive GRK5-Inhibitoren
entwickelt, die in einem neuartigen und proprietaren Phosphorylierungstest (Ersatzsubstrat)
sowie in einem Ratten-P6-Kardiomyozytentest, der als Zellmodell fur Herzhypertrophie dient,
hochaktiv sind. Pharmakokinetische und Vertraglichkeitsstudien wurden erfolgreich
durchgefiihrt und im Projekt sollten in-vivo-Wirksamkeitstests eingeleitet werden. Ziel dieses
Verbundprojekts ist die gemeinsame Optimierung der GRK5-Inhibitoren zu oral verfiigbaren
und gut vertraglichen praklinischen Entwicklungskandidaten zur Hemmung von
Herzinsuffizienz und Herzhypertrophie. Um dieses Ziel zu erreichen, sollen die
Spitzenverbindungen pharmakologisch profiliert, chemisch optimiert und in Kandidaten fur die

praklinische Entwicklung umgewandelt werden.

Projektziele:
- Aufbau neuer Life Science-KMU Wertschépfungsketten

- Entwicklung von GRK5-Inhibitoren zur oralen Therapie von Herzinsuffizienz und
pathologischem Herzwachstum
o Leitstrukturen pharmakologisch charakterisieren
o Effizienztestung in murinen Herzinsuffizienzmodellen (ISAS)

o Chemisch optimieren
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Darstellung der wissenschaftlichen/technischen Projektergebnisse:

Es wurden fir zwei GRK5-Inhibitoren praventive und therapeutische Versuchsreihen
durchgeflhrt (i.p.). Die Tiere wurden einem operativen Eingriff unterzogen, der eine
chronische Druckbelastung des linken Ventrikels induziert (TAC: transverse
Aortenkonstriktion), ahnlich wie sie bei Bluthochdruckpatienten oder Patienten mit
verkalkten Aortenklappen vorkommt. Die chronische Druckbelastung fuhrt zu einer
symptomatischen Herzinsuffizienz, die mittels Ultraschalluntersuchung,
morphologischen und histologischen Methoden charakterisiert werden kann. In einem
anderen Modell, dem Myokardinfarktmodell, wird die LAD (Herzarterie: left anterior
descending) ligiert und so, artifiziell mit einer Myokardschadigung bei einem
Herzinfarkt vergleichbar, induziert. Beide GRKS5-Inhibitoren haben sich in diesen
Mausmodellen als vielversprechende Kandidaten herausgestellt. Pathologisches
Herzwachstum (TAC-Studien, praventiv und therapeutisch) wurde deutlich reduziert,
die Herzfunktion signifikant verbessert (praventive TAC-Studie und praventive MI-
Studie sowie in der noch nicht final ausgewerteten praventiven TAC-Studie) sowie

das Uberleben der Mause.

TAC-Modell _— préventiv: Im praventiven TAC-Modell haben die beiden

Kandidatensubstanzen, deren Applikation eine Woche vor TAC-Operation zweimal
taglich gestartet wurde, eine Reduktion der Herzhypertrophie (signifikant fir 7894,
tendenziell fir 8950) gezeigt. In diesem Zusammenhang wurden das Herzgewicht,
die linksventrikulare Wanddicke und die Kardiomyozytengréfie bestimmt. Fir beide
Substanzen konnte eine deutlich verbesserte Verkurzungsfranktion und ein
reduziertes Remodeling (interstitielle Fibrose) gegenuber der Kontrollgruppe
nachgewiesen werden (Abbildung 1). Auch das Uberleben der Tiere konnte mit
beiden Substanzen deutlich verbessert werden (s. Kaplan-Meier-Kurve). Eine zweite

Versuchsserie mit Sham Tieren lieferte vergleichbare Ergebnisse.
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Abbildung 1: Ergebnisse zur TAC-Studie — préventiv. Die 5-wéchige Behandlung der Méuse

mit den genannten Substanzen startete eine Woche vor der TAC-OP.

TAC-Modell — therapeutisch: Im therapeutischen TAC-Modell haben die beiden

Kandidatensubstanzen, deren Applikation fir zweimal taglich einen Tag nach TAC-

Operation gestartet wurde, eine fir beide Substanzen signifikante Reduktion der
Herzhypertrophie  gezeigt. In diesem Zusammenhang wurden ebenfalls das
Herzgewicht, die linksventrikulare Wanddicke und die Kardiomyozytengrofie
bestimmt. Da sich in dieser Studie keine Verschlechterung der Herzfunktion durch die
TAC-Operation bei den Kontrolltieren zeigte (etwas anderer
Maushintergrund/Bestellung bei anderer Firma als mogliche Ursache), konnte keine
Aussage beziiglich einer verbesserten Herzfunktion oder Uberleben getroffen
werden, allerdings zeigte sich auch keine Verschlechterung der Herzfunktion durch
Applikation der Substanzen. Die Fibrose, also das Remodeling des Herzgewebes,
war mit beiden Substanzen deutlich reduziert im Vergleich zu den Kontrolltieren
(Abbildung 2). Diese Studie wurde mittlerweile wiederholt bzw. erganzt. Die ersten
Ergebnisse aus dieser zweiten Versuchsserie zu dem therapeutischen TAC-Modell
zeigt eine Verbesserung der Verkurzungsfraktion nach TAC durch 894 im Vergleich
zu Kontrolltieren.

Mittlerweile wurde eine Erweiterung des Tierversuchsvorhabens auf weitere GRK5-
Inhibitor-Kandidaten mit oraler Bioverfligbarkeit genehmigt und eine erste Serie zur
therapeutischen Behandlung nach TAC-Operation durchgeflihrt. Weiterhin wurde im
Anschluss an die Induktion der Herzinsuffizienz eine potenziell antiarrhythmische
Wirkung der Substanzen uberprift (Vorhofpacing), welche sich noch in der

Auswertung befindet. Erste vielversprechende Ergebnisse aus der oralen Studie
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deuten darauf hin, dass die Herzgewichte durch 894, 728 und insbesondere 752

reduziert zu werden scheinen.
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Abbildung 2: Ergebnisse zur TAC Studie — therapeutisch. Die 4-wbchige Behandlung der
Méuse mit den genannten Substanzen startete einen Tag nach TAC-Operation.

Myokardinfarkt — préventiv: In diesem Modell war die InfarktgréRe und die interstitielle

Fibrose in den mit den Substanzen behandelten Tieren und Kontrolltieren vor und
nach Induktion des Myokardinfarkts vergleichbar. Dennoch zeigte sich auch in diesem

Modell durch die Behandlung mit den getesteten Substanzen eine verbesserte
Herzfunktion

(Abbildung 3).

(Ejektionsfraktion) und ein verbessertes Uberleben der Tiere

8/13


sarah.metzler
Stempel


GEFORDERT VOM

.
o e " Leibniz-Institut fir Analytische
% Bundesministerium lS a S Wissenschaften

fur Bildung
und Forschung —
Versuchsende o
Beginn der tagicnen aTa .
Behandiung Vor- Myokardinfarkt Sruppe 2 Ube rleben He rzgeWIcht
mi Substanzen ip.  Operaticn fir IR iR Ende Substanzgabe st
s M I
l l l l [ . R —
¢ v v o3 . ~ owsoml 7t sen
} + —_ - 1 i JE - smaM s 0,006 o
Tag 0 Tag 85 Tag7 Tagd 2™ ML oz T e 2 % -E—‘
nach IR, MI nam ItR M\ m:h vR m E. | *psasham  pws @ i . - aalen
E o TER4sham  8gow 3 *
4,7 H
T T T T g 0.002
drrrrrrrrrerrer—r———
Echokardiographie Echokardiographie, Blutentnahme 5 W 45 2 3 N 38 5
s [
Blutentnahme
2
&
E L --- InfarktgroRe Ejektionsfraktion
E R
2 -
£ e 100
* 8950 (n=6)

s + 7894 (n=5)

. « DMSO (n=2)
ol

8950 7894DMSO

[0 B0 950

H

o oo

o

e

A 8950
yraite||

sham

infarcted area [%]
»
8

A;;_% I

Ejsction fraction (%]

"ol

Interstitielle
Firbose

Abbildung 3: Ergebnisse zur M| Studie — préventiv. Die 5-wéchige Behandlung der Méuse
mit den genannten Substanzen startete eine Woche vor der TAC-OP.

In vitro Charakterisierung der GRK5-Inhibitoren: Ziel war es, einen umfassenden

Einblick in die Rezeptorregulation und die Effekte auf die Zellviabilitdt und
Kontraktilitdt zu bekommen. Daher wurden, analog zu den in vivo Versuchen, die
Substanzen im Vergleich zu GRK2 und GRK2/5-Inhibitoren auch in vitro hinsichtlich
der Beeinflussung der Zellviabilitdt und der Arrhythmien mittels Impedanzmessung
untersucht. Auch hier wurden im Gegensatz zu kardiotoxischen Kontrollsubstanzen
keine Auffalligkeiten beobachtet (Abbildung 4, links). Ebenso hemmten beide
Substanzen auch in vitro das Wachstum von Herzmuskelzellen (Abbildung 4,
rechts). Die gute Vertraglichkeit der Substanzen konnte daher, unter anderem im
Hinblick auf Zellviabilitdt und Schlagfrequenz, in vitro bestatigt werden. Aulierdem
konnte die Hypertrophie-hemmende Wirkung validiert werden (s. auch Sachbericht
2021).

Schlagfrequenz =
75 min nach Substanzzugabe e
15 min nach Stimulierung ns
ns
= 5 *RE
3 15
23 5
%E £ 10
ES £
©
gE g,os
s5g ]
i §
g o E 0o S
O &P £ & @ =_P S & &P S
=] \ ,\ N E \e \ &
FFF S o €s & e v

Q

Abbildung 4: In vitro Ergebnisse zur Isoproterenol-induzierten SchlagunregelméBigkeit (links)
und zur Angll-induzierten Kardiomyozytenhypertrophie (rechts).
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Die Aktivitatsbestimmung der GRK5-Inhibitoren auf den beta-adrenergen Rezeptor
(B2AR) wurde durchgefuhrt und weitere Leitsubstanzen wurden in den Versuch mit
einbezogen. Dazu wurde die Phosphorylierung von b.AR in Zellen erfasst (Abbildung
5) und BRET-basierte Assays entwickelt (Abbildung 6), mit denen auch die
weiterentwickelten Substanzen getestet wurden, um den Einfluss der Substanzen auf

die Signaltransduktion in der Zelle zu erfassen (u.a. P-Arrestin-Rekrutierung,

Rezeptoraktivierung).
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Abbildung 5 Beispiele flir Konzentrationswirkungskurven ausgewéhlter GRK5-Inhibitoren auf

die Phosphorylierung der .-adrenergen Rezeptoren.
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Abbildung 6 Beispiele flir Konzentrationswirkungskurven ausgewéhlter GRK5-Inhibitoren auf

die B-arrestin-Rekrutierung and den Pz-adrenergen Rezeptor.
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Plan-Ist-Verlauf nach Arbeitspaketen und Meilensteinen:

Alle Arbeitspakete wurden bearbeitet und die Arbeit aus allen Arbeitspaketen unterstitzt die
Arbeitshypothese, dass GRK5-Inhibitoren sich protektiv auf die Entwicklung von

Herzinsuffizienz auswirken bzw. ggf auch auf Herzrhythmusstérungen.

Zusammenfassung:

In Zusammenarbeit mit den Projektpartnern konnte das ISAS die Effizienz der
Frontrunnersubstanzen sowie ihrer oralen Derivate erfolgreich in zwei verschiedenen
Herzinsuffizienzmodellen nachweisen. Zeitgleich durchgeflhrte in vitro-Analysen unterstitzen
diese Beobachtungen. Die etablierten in vitro-Assays konnten als wichtige praklinische
Methoden zur Selektion vielversprechender Substanzen bzw. zum Ausschluss von

kardiotoxischen Substanzen genutzt werden.

2. Die wichtigsten Positionen des zahlenmaBigen Nachweises

Es wurden alle bewilligten Projektmittel flr die gemaly Projektplan geplanten Arbeiten

verausgabt (siehe zahlenmaliger Verwendungsnachweis vom 10.07.2023).

3. Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Arbeit

Die durchgeflihrten Forschungsarbeiten im Projekt sowie die dafuir aufgewandten Ressourcen
waren notwendig. Sie wurden fur die im Projektantrag formulierten Arbeiten verwendet und

alle im Arbeitsplan formulierten Aufgaben wurden erfolgreich bearbeitet.

4. Nutzung und Verwertbarkeit (auch konkrete Planungen)

Mit den Daten aus diesem Projekt wird die Relevanz der Therapiestrategie weiter gestarkt. Es
wurden vielversprechende Frontrunnersubstanzen identifiziert und charakterisiert, die fiir eine
weitere Arzneimittelentwicklung vielversprechend scheinen und damit einer potenziellen
Kommerzialisierbarkeit entgegenkommen. Diese Aktivitaten kénnten u.a. im Rahmen eines
weiteren Forderprojektes finanziert werden und ggf. auf weitere kardiovaskulare

Krankheitsentitaten ausgeweitet werden (z.B. Arrhythmien, HFpEF, Kardiomyopathien).
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5. Ergebnisse anderer Stellen

Es sind keine Ergebnisse von dritter Seite bekannt, die fir die Durchfiihrung des Vorhabens

relevant waren.
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o Murine models for heart failure: Their creation and applicability to human still require
critical and careful considerations.
Pfeiffer J, Lorenz K. Int J Cardiol Heart Vasc. 2021 Apr 21;34:100781.
doi: 10.1016/j.ijicha.2021.100781.

Tagungen:

Abstract angenommen von Johanna Klécker bei der DGPT-Jahrestagung 2024

(Titel: Targeting of GRKS in heart failure: a promising therapeutic strategy)

Stipendium:

o Otto-Hess-Stipendium von 06/22 bis 06/23 (Johanna Klécker)
e GSLS Promotionsstipendium 2023 (Johannes Hatzold)
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