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Zusammenfassung

v

Fragestellung: Multikinase-Inhibitoren (MKI)
greifen an verschiedenen Stellen der Neovaskula-
risationskaskade wirkungsvoll an. Erste klinische
und experimentelle Daten deuten darauf hin, dass
MKIs einen vielversprechenden, neuartigen An-
satz in der Therapie der neovaskuldren alters-
bedingten Makuladegeneration (AMD) darstellen,
bisher ist jedoch wenig iiber die Biokompatibilitdt
von MKIs in Bezug auf humane okulére Zellen be-
kannt. Diese In-vitro-Studie untersucht und ver-
gleicht die Biokompatibilitit der MKIs Axitinib,
Pazopanib und Sorafenib an okuldren Zellen des
vorderen und hinteren Augenabschnitts, sowie
an organkultivierten Spenderhornhduten.
Methodik: Primdre humane Astrozyten aus dem
Sehnervenkopf (ONHA), Trabekelmaschenwerk-
zellen (TMC) und retinale Pigmentepithelzellen
(RPE), sowie humane korneale Endothel- und Lin-
senepithelzellen (CEC und LEC) wurden mit un-
terschiedlichen Konzentrationen von Axitinib, Pa-
zopanib und Sorafenib (0,1-100pug/mL) behan-
delt. Zur Simulation von oxidativem Stress wur-
den die Zellen zusdtzlich mit 400 uM Wasserstoff-
peroxid koinkubiert. Die Induktion von Zelltod
(Live-Dead-Assay), sowie die zelluldre Vitalitdt
wurden mittels Live-Dead- und Tetrazolium-
Farb-Reduktions-Assay (MTT) untersucht. AuZer-
dem wurde der Einfluss der 3 Testsubstanzen auf
das humane Hornhautendothel an seropositiven
Spenderhornhduten in Organkultur mittels Pha-
senkontrastmikroskopie evaluiert.

Ergebnisse: Bis zu einer Konzentration von
7,5 ng/mL zeigten sich bei keiner der untersuch-
ten Substanzen und an keinem der untersuchten
Zelltypen toxische Effekte. Auch nach 10 Tagen
Inkubation der organkultivierten Spenderhorn-
hdute mit 7,5pg/mL Axitinib, Pazopanib oder
Sorafenib ergab sich kein Hinweis auf endothe-
liale Toxizitdt.

Abstract

v

Background: Multikinase inhibitors (MKI) inter-
fere effectively at different levels of the neovascu-
larisation cascade. Early clinical and experimental
data suggest that MKIs represent a promising
novel approach for the treatment of neovascular
age-related macular degeneration (AMD). Howev-
er, so far little is known about the biocompatibil-
ity of MKIs regarding human ocular cells. This in
vitro study investigates and compares the bio-
compatibility of three MKIs, axitinib, pazopanib,
and sorafenib regarding ocular cells of the anteri-
or and posterior segments, as well as organ-cul-
tured donor corneas.

Methods: Primary human optic nerve head astro-
cytes (ONHA), trabecular meshwork cells (TMC),
and retinal pigment epithelium (RPE), human
corneal endothelial and lens epithelial cells (CEC
and LEC) were treated with different concentra-
tions of axitinib, pazopanib, or sorafenib (0.1 to
100 pg/mL). To simulate oxidative stress, the cells
were additionally co-incubated with 400 uM hy-
drogen peroxide. Induction of cell death and cel-
lular viability were examined by live-dead assay
and tetrazolium dye reduction assay (MTT). In ad-
dition, the influence of the three substances on
human corneal endothelium was evaluated in se-
ropositive donor corneas in organ culture by
phase contrast microscopy.

Results: Up to a concentration of 7.5 mg/mL of the
substances tested in any cell type examined, no
toxic effects were found. Even after 10 days of in-
cubation of organ-cultured donor corneas with
7.5 ng/mlL, axitinib, pazopanib, or sorafenib, no
evidence for endothelial toxicity was found.
Conclusion: All three MKIs tested, axitinib, pazo-
panib, and sorafenib showed a good biocompati-
bility on the investigated ocular cells. Even under
conditions of oxidative stress, there were no toxic
effects up to a concentration of 7.5 ug/mL. Only at
higher concentrations, there was a dose-depen-
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Schlussfolgerung: Alle 3 untersuchten Substanzen, Axitinib,
Pazopanib und Sorafenib, zeigten an den untersuchten okuldren
Zellen eine gute Biokompatibilitdt. Auch unter den Bedingungen
von oxidativem Stress kam es bis zu einer Konzentration von
7,5 ng/mL zu keinerlei toxischen Effekten. Erst bei héheren Kon-
zentrationen kam es zu einer dosisabhdngigen Abnahme der zel-
luldren Vitalitdt und zur Induktion von Zelltod. Diese Effekte wa-
ren bei Pazopanib, gefolgt von Sorafenib, starker ausgepragt als
bei Axitinib.

dent decrease in cellular viability and pronounced induction of
cell death. These effects on cellular viability and induction of cell
death appeared to be stronger with pazopanib, followed by sora-
fenib, than with axitinib.

Einleitung

v

Die altersbedingte Makuladegeneration (AMD) stellt in den west-
lichen Industrienationen die Hauptursache fiir Blindheit bei tiber
60-jdhrigen Patienten dar [1,2]. Etwa 10% der Patienten ent-
wickeln die neovaskuldre Form der AMD. Hier kommt es im Be-
reich der Stelle des scharfsten Sehens (Macula lutea) zu einer pa-
thologischen GefdRReinsprossung aus der Choroidea (choroidale
Neovaskularisation, CNV) in die neurosensorische Netzhaut. Die
daraus resultierenden Folgen sind fiir 90% der Fille von AMD be-
dingter Blindheit verantwortlich [1,2].

Die Pathogenese der neovaskuldren AMD ist multifaktoriell und
letztendlich nicht abschlieSend geklart. Bei der Entstehung von
CNV scheinen aber Entziindungs- und Ischdmieprozesse im reti-
nalen Pigmentepithel (RPE), in der Bruch-Membran und der Cho-
roidea zu einer lokalen Uberexpression von Wachstumsfaktoren
zu fiihren, welche dann wiederum zu einer pathologischen Neo-
vaskularisation fiihrt [1,2]. In diesem Zusammenhang wurde die
zentrale Rolle der Uberexpression des Wachstumsfaktors Vascu-
lar Endothelial Growth Factor (VEGF) bei der Entstehung von CNV
erkannt und intravitreal (in den Glaskérperraum) injizierbare
VEGF-Antikorper (z.B. Bevacizumab), Aptamere (z.B. Pegaptanib)
oder Fab-Fragmente (z.B. Ranibizumab) als effektive Therapeu-
tika gegen CNV bei AMD entwickelt [1,3-7]. Diese neue Thera-
pieoption hat zu einer deutlichen Verbesserung in der Behand-
lung von CNV bei AMD gefiihrt, da hierdurch erstmals bei einer
Vielzahl der AMD-Patienten nicht nur der rapide Verfall der Seh-
kraft gestoppt, sondern in vielen Féllen auch wieder eine Verbes-
serung der Sehschdrfe erzielt werden kann [4-6].

Dennoch haben die Ergebnisse groRRer Studien gezeigt, dass es in
den meisten Fdllen unter Anti-VEGF-Therapie, trotz einer Verbes-
serung der Sehscharfe, nur sehr bedingt zu einem Riickgang des
neovaskuldren Gewebes kommt und ein weiteres Fortschreiten
der Erkrankung nicht immer verhindert werden kann [4,5].
Multikinase-Inhibitoren (MKI) sind eine neue Klasse antiangio-
gener Wirkstoffe, welche die zelluldre Aktivitdt von Wachstums-
faktoren inhibieren. Jiingst veroffentlichte Studienergebnisse
konnten die Wirksamkeit von MKIs in der Behandlung verschie-
dener Krebsarten belegen [8,9]. Sorafenib, Axitinib und Pazo-
panib sind 3 neue Wirkstoffe dieser Substanzklasse, die in der
Behandlung des fortgeschrittenen Nierenzellkarzinoms ange-
wendet werden [8,9].

AulRerdem deuten erste experimentelle, aber auch klinische Da-
ten darauf hin, dass diese Substanzen, allein oder in Kombination
mit anderen angiostatisch wirksamen Medikamenten, einen
giinstigen Effekt in der Therapie neovaskuldrer Netzhauterkran-
kungen, wie der exsudativen AMD oder der diabetischen Retino-
pathie, haben kénnen [10,11]. So konnte unter anderem unsere
Arbeitsgruppe in mehreren experimentellen Arbeiten zeigen,
dass neben der direkten Wirkung auf diese Rezeptor-Tyrosin-

kinasen, MKIs bei verschiedenen okuliren Zellen die Uber-
expression von Wachstumsfaktoren regulieren [12-15].

Die vorgelegte Studie untersucht und vergleicht die grundlegen-
de toxikologische Sicherheit von Sorafenib, Axitinib und Pazo-
panib, fiir eine moégliche Anwendung im Auge in einem etablier-
ten Zellkulturmodell [ 16, 17]. Diese Daten stellen einen wichtigen
Beitrag auf dem Weg zur Etablierung dieses neuen Therapie-
ansatzes fiir die neovaskuldre AMD dar. Hierzu wurden primadre
humane RPE-Zellen, Astrozyten aus dem Sehnervenkopf (optic
nerve head astrocytes, ONHA), Trabekelmaschenwerkzellen
(TMC), Linsenepithelzellen (LEC), korneale Endothelzellen (CEC)
und humane Spenderhornhdute in Organkultur mit unterschied-
lichen Konzentrationen Sorafenib, Axitinib und Pazopanib (0,1-
100 ug/ml) behandelt und zusdtzlich oxdativem Stress aus-
gesetzt. Dann wurde sowohl die Induktion von Zelltod als auch
die Proliferationsfahigkeit der Zellen untersucht.

Methoden

v

Testsubstanzen

Die untersuchten Substanzen, Sorafenib (Nexavar, BAY 43-9006
[N-(3-trifluoromethyl-4-chlorophenyl)-N-(4-(2-methyl-carba-
moyl pyridin-4-yl)oxyphenyl)Harnstoff], Bayer HealthCare Phar-
maceuticals, New Haven, CT, USA), Pazopanib (Votrient, [N(4)-
(2,3-dimethyl-2H-indazol-6-yl1)-N(4)-methyl-N(2)-(4-methyl-3-
sulfonamidophenyl)-2,4-pyrimidinediamin], ~GlaxoSmithKline,
Brentford, UK) und Axitinib (N-Methyl-2-((3-((1E)-2-(pyridin-2-
yl)ethenyl)-1H-indazol-6-yl)sulfanyl)benzamid; =~ N-methyl-2-
({3-[(E)-2-pyridin-2-ylethenyl]-1H-indazol-6-yl}sulfanyl)ben-
zamid, LC-Laboratories, Woburn, MA, USA) wurden in 100% Di-
methylsulfoxid (DMSO; Sigma, St. Louis, MO, USA) gel6st und so
verdiinnt, dass fiir die Behandlung in den ZellkulturgefdRen eine
Konzentration von jeweils 0,1% DMSO vorlag. Den Kontrollen
wurde ebenfalls 0,1% DMSO beigegeben.

Untersuchung auf Hornhaut-Endotheltoxizitat

Zur Beurteilung einer moéglichen Toxizitdt von Sorafenib, Axitinib
und Pazopanib auf Endothelzellen wurden humane, seropositive
Spenderhornhdute in Organkultur mit jeweils 2 unterschiedli-
chen Konzentrationen von Sorafenib, Axitinib oder Pazopanib,
1 pg/ml und 7,5 pg/ml behandelt. Die Konzentration von 1 pg/ml
wurde gewdhlt, da im Rahmen von Voruntersuchungen bereits
bei Konzentrationen <1ng/ml eine Wirksamkeit in Bezug auf
die Expression von Wachstumsfaktoren gezeigt werden konnte.
Die Konzentration von 7,5 ng/ml wurde gewadhlt, da sich sowohl
im MTT-Assay als auch im Live-Dead-Assay bis zu dieser Konzen-
tration bei keiner der im Weiteren untersuchten Zelllinien unter
den 3 untersuchten Testsubstanzen Hinweise auf Toxizitdt erga-
ben. Die Endothelzellzahl wurde im Verlauf iiber 10 Tage mittels
Phasenkontrastmikroskopie beurteilt. Dabei wurde jeweils meh-
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rere Blickfelder aus zentralen Hornhautarealen fotografisch do-
kumentiert, die Endothelzellen hieraus standardisiert ausgezdhlt
und aus dem Mittelwert die mittlere Endothelzelldichte pro mm?
errechnet.

In-vitro-Toxizitdts-Untersuchung an Zellen

des vorderen und hinteren Augenabschnitts

Um mogliche toxische Wirkungen von Sorafenib, Axitinib oder
Pazopanib auf Zellen des menschlichen Auges zu untersuchen,
wurden 3 primdre, humane Zelltypen, Astrozyten aus dem Seh-
nervenkopf (optic nerve head astrocytes, ONHA), retinale Pig-
mentepithelzellen (RPE), sowie Trabekelmaschenwerkzellen
(TMC) und eine kommerziell verfiighare, immortalisierte Linsen-
epithelzelllinie (LEC) sowie eine immortalisierte korneale Endo-
thelzelllinie (CEC) in Kultur mit 2 hierfiir etablierten Testverfah-
ren, dem MTT-Assay und dem Live-Dead-Assay, getestet. RPE-
Zellen, ONHA und TMC wurden von 4 Spenderaugen aus der
Hornhautbank der Augenklinik der LMU gewonnen und wie be-
reits beschrieben kultiviert [12-15]. Zur Kultivierung der Zellen
wurde fiir die CEC eine Eins-zu-eins-Mischung aus F10 und M199
als Medium, fiir die LEC Modified Eagle (ME)-Medium, fiir die
ONHA F12-Medium, fiir die RPE Zellen Dulbeco’s ME-Medium
und fiir die TMC F12-Medium verwendet (alle: Sigma, St. Louis,
MO, USA). In der Wachstumsphase wurde bei LEC, ONHA, RPE-
Zellen und TMC den Medien jeweils 10% fetales Kdlberserum,
den CEC 5% fetales Kdlberserum beigefiigt. Vor der Behandlung
der Zellen mit den Testsubstanzen wurden die Zellen fiir 24 Stun-
den mit Medien, ohne Zugabe von Serum gehalten.

Die nachfolgenden Untersuchungen erfolgten an stationdren
Zellkulturen. Untersuchungen an stationdren Zellkulturen er-
leichtern, besonders im MTT-Assay, die Abgrenzung von zytoto-
xischen gegeniiber antiproliferativen Effekten eines Wirkstoffs.
Hierzu wurden ca. 2x10° Zellen (RPE, CEC und LEC) bzw. ca.
4x10° Zellen (TMC und ONHA) pro Well auf 6 Well-Platten aus-
gesdt und bis zur Konfluenz kultiviert. Dann wurden die Zellen
unter serumfreien Kulturbedingungen mit den unterschiedlichen
Wirkstoffkonzentrationen behandelt.

Um exemplarisch fiir den vorderen Augenabschnitt den Einfluss
von Sorafenib, Axitinib oder Pazopanib auf das Trabekelmaschen-
werk, das Linsenepithel und das korneale Epithel zu untersuchen,
wurden die primdren TMC, CEC und LEC mit jeweils unterschied-
lichen Konzentrationen Sorafenib, Axitinib oder Pazopanib (0,1-
100 nug/ml) behandelt. Exemplarisch fiir die menschliche Netz-
haut wurden primdre RPE-Zellen und primdre ONHA ebenfalls
auf mogliche Nebenwirkungen durch die genannten Konzentra-
tionen von Sorafenib, Axitinib oder Pazopanib untersucht.

Als Kontrollen dienten unbehandelte Zellen der entsprechenden
Zellkultur.

MTT-Assay

Der Tetrazolium Farb-Reduktions-Assay (MTT; 3-[4,5-dimethyl-
thiazol-2-yl]-2,5-diphenyl tetrazolium bromid) stellt eine der
Standarduntersuchungstechniken dar, um den Einfluss von Sub-
stanzen auf Zellen in Zellkultur zu untersuchen. Der MTT-Assay
wurde fiir diese Untersuchung an primdren humanen ONHA,
TMC und RPE-Zellen, sowie humanen CEC und LEC, wie in der Li-
teratur beschrieben, durchgefiihrt [15,16]. Kurz zusammenge-
fasst wird der initial gelbe MTT-Farbstoff in Zellkulturmedium
gelost und bis zu einer Konzentration von 1 mg/ml verdiinnt.
Dann werden die Zellen mit dem den Farbstoff enthaltenden Zell-
kulturmedium bei 37°C fiir 30-45 min inkubiert. Der MZZ-Farb-
stoff wird dann, dem Vitalitdtsgrad der Zellen entsprechend, mit-
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tels der zelleigenen mitochondrialen Dehydrogenase verstoff-
wechselt und nimmt dadurch einen violetten Farbton an. Dieser
Farbumschlag wird photometrisch bei einer Wellenldnge von
570 nm gemessen und erlaubt iiber die Quantifizierung des ver-
stoffwechselten MTT-Farbstoffs indirekte Riickschliisse auf die
Proliferationsfahigkeit der untersuchten Zellen.

Simulation von oxidativem Stress als Modell

einer intraokularen Entziindung

Um die Sicherheit der Testsubstanzen auch unter den Bedingun-
gen einer intraokularen Entziindung zu evaluieren, wurden die
primdren humanen ONHA, TMC und RPE-Zellen, sowie die hu-
manen CEC und LEC in einem Modell fiir oxidativen Stress unter-
sucht. Hierzu wurden die untersuchten Zellen am Ende der 48-
stiindigen Inkubationszeit mit Sorafenib, Axitinib oder Pazo-
panib zusdtzlich mit 400 uM Wasserstoffperoxid koinkubiert
und dann der MTT-Assay, wie oben beschrieben, durchgefiihrt.
In einer Reihe von Voruntersuchungen wurden fiir die Koinkuba-
tion der Zellen verschiedene Konzentrationen Wasserstoffper-
oxid untersucht. Die Konzentration von 400 uM Wasserstoffper-
oxid wurde gewadhlt, da hierbei lichtmikroskopisch zwar ein aus-
reichender zelluldrer Effekt sichtbar war, der in seinem Ausmafd
aber lediglich subletal sein sollte.

Live-Dead-Assay

Im Live-Dead-Assay wird die Induktion von Zelltod unter dem
Einfluss bestimmter Substanzen untersucht. Dabei wird die Ent-
wicklungsfdhigkeit durch eine 2-Farben-Fluoreszenzunter-
suchung bestimmt, indem die Zellkerne nicht lebensfahiger pri-
mdrer humaner, ONHA, TMC und RPE-Zellen, sowie humaner
CEC und LEC durch den roten, membranundurchldssigen Farb-
stoff Propidiumjodid angefarbt werden. Gleichzeitig werden die
Kerne aller Zellen durch den blauen, membrandurchldssigen
Farbstoff Hoechst 33342 angefarbt. Anhand der Differenz aus bei-
den Farbungen lassen sich die Anzahl der lebenden und der toten
Zellen bestimmen. Der Test wurde entsprechend vorangehender
Beschreibung [15,16] und den Angaben des Herstellers (Sigma-
Aldrich) durchgefiihrt.

Ergebnisse

v

Aus Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe ist bekannt, dass die ef-
fektiven Wirkkonzentrationen von Sorafenib, Axitinib und Pazo-
panib unterhalb einer Konzentration von 1 ug/ml zu liegen schei-
nen [12-15].

Multikinase-Inhibitoren Axitinib, Pazopanib

und Sorafenib ohne toxische Wirkung

auf Hornhautendothel-, Linsenepithel-

und Trabekelmaschenwerkzellen

Die mit einer Endkonzentration von je 1 pg/ml oder 7,5 pg/ml der
3 untersuchten MKIs, Axitinib, Pazopanib und Sorafenib, behan-
delten seropositiven Spenderhornhdute wurden im Verlauf tiber
10 Tage untersucht. Dabei wurde die Endothelzellzahl als das
mafSgebliche Kriterium fiir die Aufrechterhaltung der Klarheit
und Vitalitdit der Hornhaut im Phasenkontrast-Mikroskop be-
stimmt. Es konnte zu keinem Zeitpunkt und bei keiner der 3 un-
tersuchten Substanzen eine signifikante Abnahme der Endo-
thelzellzahl oder andere Auffdlligkeiten festgestellt werden
(CAbb. 1).
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Zelldichte des Hornhautendothels
nach 10d Inkubation mit MKls

3000
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pra Ko Axi pra Ko Pazo
J L

Abb.1 Fiir die Untersuchung der kornealen Toxi-
zitdt wurden von paarigen, humanen Spenderhorn-
hduten in Organkultur jeweils eine Hornhaut fiir
10 Tage mit Axitinib, Pazopanib oder Sorafenib
(Axi, Pazo, Sora) in einer Konzentration von je
7,5 pg/ml inkubiert. Vor und nach der Behandlung
wurde die korneale Endothelzellzahl bestimmt.

Bis zu einer Konzentration von 7,5 pg/ml wurde,
im Vergleich zur unbehandelten Kontrollhornhaut
(Ko), bei keiner der untersuchten Testsubstanzen
eine vermehrte Abnahme der Endothelzellzahl
festgestellt.

pra Ko Sora

An den von uns untersuchten Zellkulturen (primdre TMC, LEC
und CEC) zeigten sich bis zu einer Konzentration von 7,5 ug/ml
fiir keine der 3 untersuchten MKIs, Axitinib, Pazopanib und Sora-
fenib, Hinweise auf Toxizitdt. Die {iber 48 Stunden mit Axitinib,
Pazopanib oder Sorafenib behandelten Zellen wurden weder in
Bezug auf ihre Proliferationsfdhigkeit noch in Bezug auf durch
die einzelne Testsubstanz (Axitinib, Pazopanib oder Sorafenib)
induzierten Zelltod, selbst wenn sie zur Simulation von oxidati-
vem Stress mit 400 uM Wasserstoffperoxid koinkubiert wurden,
beeinflusst. Bei deutlich htheren Konzentrationen (> 10 pg/ml)
kam es bei allen untersuchten Zelllinien und bei allen 3 unter-
suchten Testsubstanzen zu einer dosisabhdngigen Abnahme der
mitochondrialen Dehydrogenaseaktivitdt (© Abb. 2 und 3). Diese
Effekte waren nach Behandlung mit Axitinib schwdcher aus-
geprdgt als nach Behandlung mit Pazopanib oder Sorafenib. Auch
bei der Evaluation von substanzinduziertem Zelltod ergaben sich
nach Inkubation der primaren TMC, LEC und CEC mit Axitinib, Pa-
zopanib oder Sorafenib bis zu einer Konzentration von 7,5 ug/ml
keine Hinweise fiir erhohte Toxizitdt.

Keine Beeinflussung der Vitalitdt von RPE-Zellen und
Astrozyten aus dem Sehnervenkopf durch thera-
peutische Dosen Axitinib, Pazopanib und Sorafenib

Auch die untersuchten primdaren ONHA und RPE-Zellen zeigten
bis zu einer Konzentration von 7,5pug/ml Axitinib, Pazopanib
oder Sorafenib nach 48 Stunden Inkubation keinerlei Beeinflus-
sung durch die Testsubstanzen, weder im Hinblick auf die Vita-
litdt noch in Bezug auf die Induktion von Zelltod. Diese Ergeb-
nisse zeigten sich auch unter den simulierten Bedingungen des
oxidativen Stresses (Koinkubation mit 400 uM Wasserstoffper-
oxid) (© Abb. 2, 3 und 4).

Diskussion

v

Fiir die Entstehung der AMD werden eine Vielzahl genetischer
und Umweltfaktoren verantwortlich gemacht, die gemeinsam
zu degenerativen Verdnderungen in der zentralen Retina und
der Stelle des scharfsten Sehens fiihren [1,2]. Die Entwicklung

einer CNV im Bereich der Makula stellt hierbei das morphologi-
sche Korrelat, welches fiir den drastischen Abfall der Sehscharfe
bei Patienten mit ,feuchter* AMD verantwortlich ist, dar. Dieser
pathologische Prozess der CNV-Bildung und der konsekutiven
Schadigung umliegender, neurosensorischer Netzhautstrukturen
kann zu einem unwiederbringlichen Verlust der Lesefdhigkeit,
des Erkennens von Gesichtern und der Fihigkeit, Auto zu fahren,
fithren [1,2].

Fiir die Entstehung von CNVs werden eine Reihe von Mechanis-
men verantwortlich gemacht, worunter eine Fehlregulation in
der Signaltransduktion verschiedener Wachstumsfaktoren eine
zentrale Rolle zu spielen scheint. Der Wachstumsfaktor VEGF ist
hierbei als zentrales Schliisselmolekiil zu nennen und die Ent-
wicklung von spezifischen Antikérpern gegen VEGF hat in der
Therapie dieser Erkrankung deutliche Fortschritte erméglicht [1,
3]. In vielen Fillen kommt es unter dieser Therapie zu einer Ver-
besserung des Sehvermdégens und einer Riickbildung der aus der
Neovaskularisation resultierenden Netzhautschwellungen an der
zentralen Netzhaut, dem Makuladdem. Die alleinige Blockade
dieses Wachstumsfaktors scheint aber oft nicht zur vollstindigen
Riickbildung der pathologischen Gefdf3e zu fiihren [1,3,4]. Die
neu gebildeten BlutgefdRRe und das sie umgebende, pathologisch
veranderte Gewebe bleiben meist weiter bestehen, und langfris-
tig ist oft dennoch ein weiteres Voranschreiten der Erkrankung
festzustellen [1,3,4]. Der Grund fiir diesen Mangel an nachhalti-
ger Wirkung konnte darin bestehen, dass redundante molekulare
Signalwege trotz Therapie weiter aktiv bleiben und die alleinige
Reduktion von VEGF im Extrazelluldrraum nur begrenzte Wir-
kungen auf das neovaskuldre Gewebe hat. Zudem ist bekannt,
dass die Hemmung eines einzelnen Molekiils {iber rezeptorver-
mittelte Feedback-Mechanismen zu einer kompensatorischen
Zunahme alternativer Signalwege fithren kann [2,18,19].

In den letzten Jahren wurden eine Reihe neuer Wirkstoffe ent-
wickelt, die iiber eine selektive Hemmung von Rezeptor-Tyrosin-
kinasen bei verschiedenen neoplastischen Erkrankungen das Tu-
morwachstum hemmen. Wirkstoffe dieser neuen Substanzklasse
werden unter dem Oberbegriff MKI zusammengefasst. Zu den in
der onkologischen Therapie zugelassenen Wirkstoffen dieser
Substanzklasse gehoren auch die von uns untersuchten Substan-

Thiele S et al. Multikinase-Inhibitoren als therapeutischer... Klin Monatsbl Augenheilkd 2013; 230: 247-254

Heruntergeladen von: LMU Miinchen. Urheberrechtlich geschutzt.



-
=
=

L

e

[+ ]
o
1

ha
o
i

(=]

T T T T T T — T T T T —

Ko 01 05 1 25 5 75 10 125 25 50 10
& Axitinio B Pazopanib A Sorafenib pg/mL

Anteil vitaler comealer Endothelzellen [% der Kontrolie]
8 8
: :

7]

8
il

i

Anteil vitaler ONHA [% der Kontrolle]
3

40 4
20
[ s s e e S A e
Ko 01 05 1 25 5 75 10 125 25 50 100
d # Auitinib M Pazopanib A Sorafenib pg/mL
100] &

:

(=]

Ko 0105 1 25 5 75 10 125 25 50 100
e 4 Axitinip B Pazopanib A Sorafenib pg/mL

Anteil vitaler Trabekelwerkzellen [% der Kontrolle]
& 2
s s

Abb.2 Evaluation des Anteils vitaler Zellen nach 48 h. Behandlung von hu-
manen kornealen Endothelzellen (CEC, a), Linsenepithelzellen (LEC, b), pri-
madren humanen Astrozyten aus dem Sehnervenkopf (ONHA, c), priméren

zen Sorafenib, Axitinib und Pazopanib. Die Wirksamkeit dieser
MKIs beruht auf der Unterdriickung pathologischer GefdfSneu-
bildungen im Tumorgewebe. Die Substanzen greifen hierbei an
mehreren Angriffspunkten in der Neovaskularisationskaskade
an. Zundchst wurde beispielsweise fiir Sorafenib die Hemmung
der RAF-Kinase als primdrer Wirkmechanismus angenommen,
inzwischen konnte aber auch eine signifikante Wirkung auf ver-
schiedene, andere Rezeptor-Tyrosinkinasen, die bei der Entste-
hung von GefdlRneubildungen beteiligt sind, nachgewiesen wer-
den. Die antiproliferative Wirkung von Sorafenib, aber auch von
anderen Multikinase-Inhibitoren, scheint dabei auch aus der Blo-
ckierung der RAF/Mitogen-activated protein (MAP)/extracellular
signal-regulated Kinase (ERK) (MEK)/ERK (RAF/MEK/ERK) Kaska-
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humanen retinalen Pigmentepithelzellen (RPE, d) und primaren humanen
Trabekelmaschenwerkzellen (TMC, e) mit Axitinib, Pazopanib und Sorafenib
(MTT-Assay).

de und seiner Wirkung auf verschiedene Rezeptor-Tyrosinkina-
sen, wie den VEGF-Rezeptoren 2 und 3 (VEGFR-2/3), des PDGF-
Rezeptors, von FLT3, Ret und c-Kit zu resultieren [9,20-22]. Au-
Berdem konnte in vitro gezeigt werden, dass Sorafenib zumin-
dest indirekt auch die Expression von Wachstumsfaktoren, wie
VEGF, den Platelet-derived Growth Factor (PDGF) oder Placenta
Growth Factor (PIGF) beeinflusst [11]. Axitinib und Pazopanib ge-
héren der 2. Generation von MKI an, die selektiver an spezi-
fischen Rezeptor-Tyrosinkinasen angreifen. Axitinib wirkt spezi-
fisch auf die VEGF-Rezeptoren 1, 2 und 3, fiir Pazopanib konnte
eine spezifische Affinitdt zum PDGF-Rezeptor, aber auch zu ande-
ren Rezeptor-Tyrosinkinasen gezeigt werden.
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Abb. 3 Evaluation des Anteils vitaler Zellen nach kombinierter Behandlung
mit je einer der 3 Testsubstanzen und 400 uM Wasserstoffperoxid (H,0,) fiir
48 h (a-e). Die Fehlerbalken geben die jeweilige Standardabweichung (Stan-
dard Deviation, SD) an. Bis zu einer Konzentration von 7,5 ug/ml war bei kei-

Aufgrund dieser spezifischen Wirkung von MKIs kénnen diese
Substanzen moglicherweise auch in die Signalwege eingreifen,
welche an der Entstehung von CNVs und der neovaskuldren
AMD mafgeblich beteiligt sind. So deuten jiingst veroffentlichte
Fallberichte darauf hin, dass beispielsweise Sorafenib, allein oder
in Kombination mit anderen proliferationshemmenden Wirk-
stoffen, bei der Behandlung der ,feuchten* AMD wirkungsvoll
sein kann [10,11]. Die Wirksamkeit einer topischen Gabe von
Pazopanib bei neovaskuldrer AMD wird derzeit in Phase-I- und
-II-Studien evaluiert. Fiir Axitinib sind bisher keine In-vivo-Daten
iiber die Sicherheit und Wirksamkeit dieser Substanz in Bezug
auf okuldre Erkrankungen bekannt, unsere Arbeitsgruppe konnte
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ner der untersuchten Substanzen, auch unter den Bedingungen von H,05-in-
duziertem oxidativen Stress, eine Abnahme der zelluldren Vitalitdt zu ver-
zeichnen.

aber zumindest in vitro giinstige Eigenschaften beziiglich einer
moglichen Anwendung in der Therapie okuldrer, neovaskuldrer
Erkrankungen nachweisen.

Fiir die Therapie retinaler, neovaskuldrer Erkrankungen bietet
sich eine direkte Applikation des Wirkstoffs in den Glaskérper-
raum mittels intravitrealer Injektion an, da so entsprechend hohe
Wirkspiegel im Augeninneren erzielt werden kénnen und das
Risiko fiir systemische Nebenwirkungen deutlich reduziert wird.
Hierbei kommen die in das Auge eingebrachten Substanzen aber
auch mit einer Reihe sensibler Strukturen, wie dem Hornhaut-
endothel, der natiirlichen Linse und dem Trabekelmaschenwerk
im vorderen Augenabschnitt, aber auch mit der neurosensori-
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schen Netzhaut und dem RPE im hinteren Augenabschnitt in
Kontakt. Um schwerwiegenden Komplikationen und Unvertrdg-
lichkeiten vorzubeugen, muss deshalb vor jeglicher intraokularer
Anwendung einer neuen Substanz zundchst zwingend die Toxi-
zitdt ausreichend evaluiert werden [16,17].

Fiir die von uns untersuchten MKIs liegen bisher nur sehr wenige
Daten zur Sicherheit fiir die intraokulare Anwendung vor. Die im
Rahmen der hier vorgestellten Studie erbrachten In-vitro-Ergeb-
nisse deuten auf eine gute Biokompatibilitit aller 3 evaluierter
Substanzen, Sorafenib, Axitinib und Pazopanib hin und zeigen
zumindest in vitro eine ausreichende therapeutische Breite fiir
eine Anwendung am Auge. Bei keiner der 3 untersuchten MKIs,
Axitinib, Pazopanib und Sorafenib, zeigte sich bis zu einer Kon-
zentration von 7,5ug/ml an den untersuchten Zelllinien und
auch an den fiir 10 Tage mit den Testsubstanzen inkubierten
Spenderhornhduten in Organkultur ein Hinweis auf Toxizitdt.
In-vitro-Untersuchungen unserer Forschungsgruppe ergaben,
dass eine spezifische Wirkung auf Wachstumsfaktor-Signalkas-
kaden im RPE und an vaskuldren Zellen fiir alle 3 untersuchten
MKIs im Bereich von 1 pg/ml und darunter zu liegen scheint, so-
dass bei allen 3 untersuchten Substanzen, Axitinib, Pazopanib
und Sorafenib, zumindest auf Basis der hier vorgelegten experi-
mentellen Daten, von einer guten Biokompatibilitdt und ausrei-
chenden therapeutischen Breite ausgegangen werden kann.

Axitinib 7,5pug/ml  Pazopanib 7,5pg/ml Sorafenib 7,5pg/mi

Experimentelle Studie

Abb.4 Evaluation der Induktion von Zelltod nach
Behandlung mit Axitinib, Pazopanib und Sorafenib.
Um die Toxizitat der untersuchten Substanzen zu
tberpriifen, werden die Zellkerne aller vorhandenen
Zellen mittels des Farbstoffs Hoechst 33342 blau
angefarbt (A, obere Reihe), zusatzlich werden die
Zellkerne aller toten Zellen selektiv durch den Farb-
stoff Propidiumjodid rot eingefdrbt (A, untere Rei-
he). A zeigt exemplarisch die Ergebnisse der Fluo-
reszenzmikroskopie an primdren RPE-Zellen.

In B sind die Ergebnisse fiir alle untersuchten Zell-
typen (CEC, LEC, ONHA, RPE und TMC) zusammen-
gefasst. Die Fehlerbalken geben die jeweilige Stan-
dardabweichung (Standard Deviation, SD) an. Bis zu
einer Konzentration von 7,5 ug/ml zeigte sich bei
keinem der untersuchten Multikinase-Inhibitoren
ein Hinweis auf vermehrten Zelltod.

™C

Die Ergebnisse der hier vorgelegten Studie ergdanzen also die Da-
ten unserer vorangegangenen Untersuchungen, die zeigen konn-
ten, dass alle 3 Substanzen spezifische Effekte auf die Expression
von Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren, die eine zentrale
Rolle in der Pathogenese der neovaskuliren AMD und anderer
proliferativer Netzhauterkrankungen aufweisen, haben, um den
dufBerst wichtigen Aspekt der Biokompatibilitdtspriifung. Unsere
Untersuchungen stellen hierzu lediglich einen ersten Schritt dar,
weitere experimentelle und klinische Studien sind jedoch not-
wendig. Wir hoffen aber, dass unsere Ergebnisse einen Beitrag
leisten, die Therapie dieser schwerwiegenden Erkrankungen,
die unbehandelt bis zur Erblindung fithren kénnen, weiter zu
verbessern und dass die Wirkstoffgruppe der MKIs zukiinftig
das Spektrum der wirksamen Therapeutika erweitern kann.
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