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>

“Success is not final, failure is not fatal: it is the courage to continue that counts.’

— Winston Churchill
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SUMMARY

Summary

With growing biochemical knowledge and the development of targeted therapies since the beginning of
the 21* century, the individualization of therapy for every single patient and their tumor has taken center
stage in cancer research. Despite all advancements in this field, in 90% of cases chemoresistance is
responsible for the failure of antitumoral therapy. For this reason there is a considerable demand for new
therapeutic agents, selectively addressing resistant tumor cells, but also for new biomarkers enabling an

early detection of existing or imminent resistance.

In the first section of this work, some preclinical studies of new potential drug candidates, which were
designed to avoid chemoresistance in different ways, are described. Moreover, the assessment of their
particular mechanisms of action on a molecular level was in the focus.

Two new series of drugs aimed at the circumvention of p53-related chemoresistance. As p53 plays a
key role in the induction of apoptosis, cells with p53 mutations are significantly less sensitive or even
resistant against apoptosis-inducing stimuli, e.g. chemotherapeutic agents. In this work, new
ruthenium(Il) and gold(I) complexes inducing apoptosis in a pS3-independent way were investigated.
A benzochromene ruthenium(Il) complex derived from lawsone (2-hydroxy-1,4-naphthoquinone), the
pigment and active ingredient of the henna plant, avoids p53-dependency by induction of cellular
senescence. Therapy-induced senescence represents one alternative to conventional cytotoxic
chemotherapy and implicates even more advantages. As its aim is not to eliminate malignant cells, but
to irreversible inhibit their proliferation, side effects for the patient could be reduced especially in the
longtime treatment of specific cancer types.

Also [1,3-diethyl-4,5-diarylimidazol-2-yliden](L)) gold(I) complexes showed activity against tumor
cells independent from their p5S3 mutational status. By confocal microscopy with S18A2 melanoma
cells, organelle-specific cellular uptake of those complexes was observed. Whereas, mainly the nature
of ligand L, responsible for the complex charge, size and lipophilicity, was decisive for the site of
cellular accumulation. This concept of controlling the intracellular distribution of metallodrugs by
choice of secondary ligands and the complex charge could be exploited in a rational design of drugs
particularly active against resistant tumor cells.

Topoisomerase I inhibitors are established antitumoral agents mainly applied within combination
regimens. The high rate of chemoresistance development also represents a big issue for this kind of
therapy. To date, the camptothecin family agents, like topotecan or irinotecan, are the only
topoisomerase I-specific drugs with clinical approval. With camptothecin resistance often significantly
depending on the molecular structure of the agent, the implementation of a novel, structural-independent
class of topoisomerase I inhibitors may contribute to bypass this problem. In the scope of this work,
three topoisomerase I inhibiting copper(Il) complexes with Schiff base-like ligands were identified. In

contrast to established copper complexes with topoisomerase I inhibiting activity, neither an interaction
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with DNA nor an impact on the intracellular concentration of reactive oxygen species was observed.
The new copper(Il) complexes with Schiff base-like ligands are potentially interesting drug candidates
for further studies.

Another possibility for the avoidance of tumor resistance are pleiotropic agents that address more than
one cellular target at a time. Derived from the concept of polychemotherapy - to date the most successful
approach to prevent the development of chemoresistance - these agents aim to reduce side effects, as
well as pharmacokinetic discrepancies between individual combinational drugs. In this work, a series of
multimodal thienopyrimidone derivatives were tested regarding their antitumoral properties. From a
structural point of view, these substances combine the B-tubulin binding 3.4,5-trimethoxyphenyl
fragment with the biologically active thieno[2,3-d]pyrimidone pharmacophore. By means of different
in vitro and in vivo assays, one derivative with improved activity and tolerability compared to the

reported lead structures was identified within the series.

In the second part of this work, a potential monitoring tool for the early detection of therapy response in
patients with colorectal cancer was investigated via a clinical proof-of-principle study.

Circulating tumor cells are an important link between the primary tumor and distant metastasis and are
readily accessible from the blood of cancer patients. Moreover, they reflect changes of the tumor cells
on a translational, transcriptional, or genetic level in real-time, enabling the early realization of
upcoming resistances. Different studies have already demonstrated that the longitudinal monitoring of
the number and properties of circulating tumor cells provide valuable information on therapy response
and disease progression. In the case of non-metastatic colorectal cancer patients, the detection rate via
established techniques is too low to further analyze potential correlations. This work demonstrates that
the Maintrac® method is appropriate for the monitoring of circulating tumor cells during therapy in
patients with colorectal cancer of all stages. Although this studys results confirm reported trends, further
studies with bigger patients” collectives have to show, which conclusions for therapy decisions may be

implicated from the profile of circulating tumor cells during therapy of colorectal cancer patients.
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Zusammenfassung

Mit immer weiter fortschreitendem biochemischen Verstindnis, sowie der Entwicklung von
zielgerichteten Therapien, steht seit Beginn des 21. Jahrhunderts nunmehr die Individualisierung der
Tumortherapie fiir den jeweiligen Patienten und dessen Tumor im Fokus der Krebsforschung. Trotz aller
Fortschritte sind in 90% der Fille Chemoresistenzen fiir das Scheitern einer Therapie verantwortlich.
Aus diesem Grund besteht ein enormer Bedarf an neuen Wirkstoffen, welche insbesondere resistente
Tumorzellen adressieren, aber auch an neuartigen Biomarkern, welche ein friihzeitiges Erkennen be-

oder entstehender Resistenzen ermoglichen.

Im ersten Teil dieser Arbeit wurden priklinische Untersuchungen neuer, potentieller Wirkstoft-
kandidaten durchgefiihrt, welche jeweils in unterschiedlicher Weise fiir die Umgehung von
Chemoresistenzen konzipiert worden waren. Auch die Aufklirung der jeweiligen Wirkmechanismen
auf molekularer Ebene stand hierbei im Fokus.

Zwei neuartige Wirkstoffserien hatten hierbei die Umgehung der durch p53-Mutation hervorgerufenen
Chemoresistenz zum Ziel. Da p53 eine Schliisselrolle in der Einleitung von Apoptose zukommt, sind
betroffene Zellen wesentlich insensitiver bis resistent gegen Apoptose-induzierende Stimuli, wie
beispielsweise chemotherapeutische Wirkstoffe. In dieser Arbeit werden neuartige Ruthenium(II)- und
Gold(I)-Komplexe untersucht, die pS3-unabhingig Apoptose induzieren konnen.

Ein von Lawson (2-Hydroxy-1,4-naphthoquinon), dem Farb- und Wirkstoff der Hennapflanze,
abgeleiteter Benzochromen-Ruthenium(Il)-Komplex umgeht hierbei die p53-Abhingigkeit durch die
Induktion zelluldrer Seneszenz. Die Therapie-induzierte Seneszenz stellt eine potentielle Alternative zur
konventionellen, zytotoxischen Chemotherapie dar und birgt weitere Vorteile: da ihr Ziel nicht die
Elimination maligner Zellen, sondern die irreversible Inhibition ihrer Proliferation ist, konnten so
insbesondere in der Langzeitbehandlung bestimmter Krebsarten Nebenwirkungen fiir den Patienten
reduziert werden.

Auch [1,3-diethyl-4,5-diarylimidazol-2-yliden](L)-Gold(I)-NHC-Komplexe iiberzeugten durch ihre
vom pS53-Mutationsstatus unabhidngige Wirksamkeit gegen Tumorzellen. Durch konfokal-
mikroskopische Studien an 518A2 Melanomzellen konnte ihre Organell-spezifische Aufnahme
beobachtet werden, welche hauptsédchlich von der Natur des Liganden L bzw. von diesem bestimmt,
von der Ladung, Grofle und Lipophilie der Komplexe abhingig ist. Diese Erkenntnisse kdnnten fiir das
rationale Design von Target-spezifischen metallbasierten Wirkstoffen mit besonderer Effektivitiit gegen
Apoptose-resistente Tumore von grofer Bedeutung sein.

Topoisomerase I-Inhibitoren sind etablierte antitumorale Wirkstoffe, die klinisch vor allem im Rahmen
von Kombinationsregimen eingesetzt werden. Eine grofle Problematik stellt auch in diesem Fall die
hohe Rate der Resistenzentwicklung dar. Wirkstoffe der Camptothecin-Familie, wie Topotecan oder
Irinotecan, sind aktuell die einzigen Topoisomerase I-spezifischen Substanzen mit klinischer Zulassung.

Da Camptothecin-Resistenz in vielen Fillen maBgeblich von der Struktur des Wirkstoffes abhingig ist,
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kann diese potentiell durch die Einfiihrung einer strukturell neuartigen Klasse an Topoisomerase I-
Inhibitoren umgangen werden. Im Rahmen dieser Arbeit konnten innerhalb einer Serie von Kupfer(Il)-
Komplexen mit Schiff-Base #Zhnlichen Liganden durch Zytotoxizitdtstests drei besonders aktive
Verbindungen identifiziert werden, welche das Enzym Topoisomerase I inhibieren. Da diese
Verbindungen, im Gegensatz zu bereits bekannten Kupferkomplexen mit Topoisomerase I-
inhibierender Wirkung, weder eine Interaktion mit DNA, noch einen Einfluss auf die intrazelluldre
Konzentration an reaktiven Sauerstoffspezies zeigten, stellen sie interessante Wirkstoffkandidaten fiir
weitere Studien dar.

Eine weitere Moglichkeit zur Umgehung von Chemoresistenzen sind pleiotrope Wirkstoffe, das heif3t
Substanzen, die mehrere zellulire Targets gleichzeitig adressieren. Abgeleitet vom bisher
erfolgreichsten Konzept zur Vermeidung von Resistenzen - der Polychemotherapie - sollen diese
Wirkstoffe zur Vermeidung starker Nebenwirkungen, sowie pharmakokinetischer Diskrepanzen
zwischen den einzelnen Kombinationswirkstoffen beitragen. In dieser Arbeit wurde eine Serie an
multimodalen Thienopyrimidon-Derivaten beziiglich ihrer antitumoralen Eigenschaften untersucht.
Strukturell vereinen diese Verbindungen das 3.4,5-Trimethoxyphenyl-Fragment, welches an 3-Tubulin
bindet, mit dem biologisch aktiven Thieno[2,3-d]pyrimidon-Pharmakophor. Mittels verschiedener in
vitro und in vivo Tests konnte innerhalb der getesteten Serie neuartiger Verbindungen ein Derivat
identifiziert werden, welches mit verbesserter Aktivitit und Vertraglichkeit eine Weiterentwicklung der

literaturbekannten Leitstruktur darstellt.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde mit Hilfe einer klinischen proof-of-principle Studie ein potentielles
Monitoring-Verfahren zur frithzeitigen Erkennung des Therapieansprechens bei Patienten mit
kolorektalem Karzinom untersucht. Zirkulierende Tumorzellen stellen das Bindeglied zwischen
Primdrtumor und Fernmetastasen dar, und kénnen im Blut von Tumorpatienten relativ einfach
quantifiziert und charakterisiert werden. Dariiber hinaus spiegeln sie Verdnderungen des Tumors auf
translationaler, transkriptionaler oder genetischer Ebene in Echtzeit wieder, wodurch auch entstehende
Resistenzen friithzeitig erkannt werden konnen. Zahlreiche Studien haben gezeigt, dass die longitudinale
Uberwachung der Anzahl und Eigenschaften der zirkulierenden Tumorzellen im Blut von
Krebspatienten wertvolle Informationen beziiglich des Ansprechens einer Therapie oder dem
Fortschreiten der Erkrankung beisteuern kann. Im Falle nicht metastasierter Patienten mit kolorektalem
Karzinom, jedoch, ist die Detektionsrate unter Verwendung etablierter Methoden zu gering um
mogliche Zusammenhinge zu untersuchen. In dieser Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass die
Maintrac®-Methode ein geeignetes Verfahren fiir das Stadien-unabhingige Monitoring zirkulierender
Tumorzellen im Therapieverlauf bei Patienten mit kolorektalem Karzinom darstellt. Obwohl die
gewonnenen Ergebnisse bereits in der Literatur beschriebene Trends bestitigen, miissen weitere Studien
mit groBeren Patientenkollektiven zeigen, welche Schlussfolgerungen aus dem CETC-Verlauf der

Patienten fiir Therapieentscheidungen gezogen werden kdnnten.




EINLEITUNG

1. Einleitung

1.1.  Tumorresistenzen in der Chemotherapie

Mitte des 20. Jahrhunderts fanden die ersten Chemotherapeutika (wie Stickstoffloste!! oder
Aminopterin'?) ihren Weg in die klinische Anwendung und es konnten zunichst gute Erfolge bei der
Behandlung maligner Tumore erzielt werden. Allerdings stellte man schnell fest, dass nicht alle
Patienten gleichermallen auf die Therapien ansprachen, und dass die Erkrankung hdufig nach einer
anfinglichen Remission aufgrund von Resistenzentwicklung rezidivierte. Die ersten Losungsansitze
konnten hierbei aus der Mikrobiologie, wo man auch mit Wirkstoffresistenzen zu kidmpfen hatte,
abgeleitet werden: man ging von der Monotherapie mit nur einem einzigen Wirkstoff, zur
Kombinations-, bzw. Polychemotherapie iiber, bei welcher mehrere Wirkstoffe mit verschiedenen
zelluliren Angriffspunkten gleichzeitig oder nacheinander verabreicht wurden.™® Da dieser Ansatz fiir
verschiedene Formen des Lymphoms, sowie Brust- und Hodenkrebs erstaunlich gut funktionierte,¥
wurde die Kombinationstherapie zum neuen Paradigma der Chemotherapie und es entwickelten sich
von da an immer komplexere und ausgefeiltere Therapieregime. Zu Beginn des 21. Jahrhunderts begann
die Weiterentwicklung der Polychemotherapie zu stagnieren und es entstanden mit zunehmendem
biochemischen Verstindnis erste zielgerichtete Strategien zur Behandlung von Krebs, welche auf die
sogenannten Hallmarks of Cancer abzielten.>% Allerdings profitierten nur einige, wenige Patienten mit
bestimmten genetischen Merkmalen von diesen zielgerichteten Therapien, und auch in diesen Féllen
war die Entstehung von Resistenzen kein seltenes Phinomen.!”! Einen noch jiingeren Ansatz in der
Krebsmedizin stellt die Immuntherapie dar, bei der monoklonale Antikorper, beispielsweise anti-
CTLA48! oder anti-PD-1/PD-L1,”! verwendet werden um negative Regulationsmechanismen des
adaptiven Immunsystems aufzuheben, wodurch dieses wieder dazu befdhigt wird, die maligne entarteten
Zellen zu erkennen und zu eliminieren. Im Rahmen klinischer Studien zeigte die Immuntherapie bereits
gute Ansprechraten, sowie eine deutliche Verlingerung des progressionsfreien Uberlebens fiir
bestimmte Patientengruppen.'” Die initiale Resistenz einiger Tumoren, sowie die Entstehung von
Resistenzen in anfinglich sensitiven Tumoren stellt auch im Falle der Inmuntherapie das Hauptproblem
dar, welches oft zum Scheitern der Behandlung fiihrt.!'!!

Demnach ist offensichtlich, dass die Aufkldrung der zahlreichen Resistenzmechanismen einerseits, aber
auch die Suche nach neuen Wirkstoffen, die entweder Aktivitit gegen ebendiese resistenten
Tumorzellen zeigen oder Resistenz-vermeidende Wirkmechanismen besitzen wichtige Aspekte der

modernen Krebsforschung darstellen.
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1.2. Mechanismen der Resistenzentwicklung

Ist ein Tumor resistent gegen ein bestimmtes Chemotherapeutikum, so konnen dieser Resistenz
verschiedene Mechanismen auf systemischem, regionalem oder lokalem Niveau zu Grunde liegen (siehe
Abb. 1). Unter systemischer oder pharmakokinetischer Resistenz fasst man Resistenzmechanismen
zusammen, die ihren Ursprung in der Absorption (Aufnahme), Distribution (Verteilung), dem
Metabolismus oder der Exkretion (Ausscheidung) eines Wirkstoffes im oder aus dem Organismus
haben.!'”! Der Begriff »Regionale Resistenzmechanismen« beschreibt Aspekte, welche die Interaktion
zwischen Tumor und Wirtsorganismus betreffen, wie beispielsweise die Morphologie der regional
vorhandenen Vaskulatur oder die Blutviskositit.!'”! Sowohl systemische, als auch regionale
Resistenzmechanismen stehen in direktem Zusammenhang mit dem Wirtsorganismus selbst und konnen
in priklinischen Studien nicht beriicksichtigt werden. Bei der Suche nach neuen Wirkstoffen spielen
deshalb zunichst lokale, vom Tumor oder Tumor-Microenvironment (TME) ausgehende Resistenzen
eine Rolle, da sie unter in vitro-Bedingungen (z. B. durch Tumorzelllinien) simuliert werden kdnnen.

Die wichtigsten lokalen Resistenzmechanismen sollen in den nachfolgenden Abschnitten genauer
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Abbildung 1. Ubersicht iiber die wichtigsten Resistenzmechanismen. Diese konnen auf systemischem,
regionalem und lokalem Level entstehen. TME = Tumor-Microenvironment; EMT = Epithelial-Mesenchymale

Transition, EZM = Extrazelluldre Matrix. (Eigene Darstellung nach Alfarouk et al. 2015.112))
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1.2.1. Tumor-bedingte Resistenzmechanismen

Neben pharmakokinetischen oder anderen vom Wirtsorganismus beeinflussten Ursachen, kann eine
Chemoresistenz auch direkt in den Tumorzellen selbst entstehen. Tumor-bedingte Resistenz-
mechanismen haben ihren Ursprung in genetischen, epigenetischen, metabolischen oder anderweitigen
Veridnderungen der Tumorzellen selbst. Im Folgenden sollen die in Abb. 1 aufgefiihrten lokalen, Tumor-

bedingten Resistenzmechanismen genauer beschrieben werden.

1.2.1.1. Wirkstoff-Efflux

Der wohl bekannteste und am besten erforschte Resistenzmechanismus ist die Fihigkeit bestimmter
Tumorzellen, Wirkstoffe relativ unspezifisch aus der Zelle auszuschleusen. Dafiir verantwortlich sind
Transmembranproteine der Familie der ATP-binding cassette (ABC)-Transporter, deren physiologische
Funktion im Schutz der Zelle vor Toxinen liegt.!"*! Strukturell bestehen ABC-Transporter aus zwei
zytoplasmatischen Doménen (ZPD), die fiir die Bindung von ATP verantwortlich sind, sowie zwei
relativ variablen transmembranen Dominen (TMD).!'¥) Bindet nun ein passendes Substrat an die TMD
des Enzyms, so kommt es durch Hydrolyse von ATP zu einer Konformationsidnderung des Proteins und
das Substrat wird in den Extrazelluldirraum entlassen (siehe Abb. 2).'*1 Insbesondere drei ABC-
Transporter — multidrug resistance protein 1 (MDR1), multidrug resistance-associated protein 1
(MRP1), und breast cancer resistance protein (BCRP) — werden in Tumorzellen {iberexprimiert. IThnen
allen gemeinsam ist ihre geringe Substratspezifitit, die den Efflux einer ganzen Reihe strukturell
verschiedener Wirkstoffe (Taxane, Alkaloide, Kinase-Inhibitoren, u.a.) erméglicht.'> Durch den
kontinuierlichen Abtransport der Wirkstoffe aus dem Zytoplasma kann die intrazelluldre
Wirkstoffkonzentration gering gehalten und die zytotoxische Effizienz teilweise bis hin zum absoluten

Wirkungsverlust herabgesetzt werden.

1.2.1.2. DNA-Reparaturmechanismen

DNA-Reparaturmechanismen spielen eine wichtige Rolle bei der Entstehung von Resistenzen gegen
Wirkstoffe, deren direktes oder indirektes zelluldres Target die DNA ist. Durch die (iibermaBige)
Aktivierung bestimmter Signalwege konnen die durch den Wirkstoff hervorgerufenen DNA-Léisionen
riickgdngig gemacht werden und die Tumorzelle kann der Wirkung des Chemotherapeutikums
entflichen.!"” Platin-basierte Agenzien, wie beispielsweise Cisplatin (CDDP), verursachen DNA
crosslinks, was schlielich zur Induktion von Apoptose fiihrt. In vielen CDDP-resistenten Tumorzellen
wird ERCC1 (excision repair cross-complementing protein 1) tiberexprimiert, wodurch es zu einer
erhohten Aktivitit der Nukleotidexzisionsreparatur kommt und die DNA-Lésionen durch nachfolgende
homologe Rekombination behoben werden konnen.'®! Im therapeutischen Kontext kann die Inhibition
bestimmter Signalwege des DNA-Reparatursystems auch zur Sensibilisierung resistenter Tumore

genutzt werden.!'”!
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Abbildung 2. Funktionsweise eines ABC-Transporters. ABC-Transporter sind Energie-abhingige
Transportproteine; im Zuge der Substratbindung und ATP-Hydrolyse durchlaufen sie eine Konformations-
dnderung, welche den Transport des Substrates vom Zytoplasma in den Extrazellulirraum vermittelt. TMD =
Transmembrandomine; ZPD = zytoplasmatische Doméne; ATP = Adenosintriphosphat; ADP = Adenosin-

diphosphat; P; = anorganisches Phosphat; (Eigene Darstellung nach Chen et al. 2016;'3])

1.2.1.3. Apoptose-Inhibition

Viele antitumorale Wirkstoffe (z. B. CDDP, Doxorubicin) fiithren letztlich zur Induktion des
»programmierten Zelltodes«, der sogenannten Apoptose.!'””) Apoptose kann einerseits durch die Zelle
selbst iiber diverse interne Schadensdetektoren eingeleitet werden, was als intrinsischer Signalweg
bezeichnet wird. Andererseits spricht man von extrinsischer Apoptose, wenn deren Induktion durch die
Interaktion einer geschidigten Zelle mit Immunzellen iiber spezielle, in der Zytoplasmamembran
lokalisierte Todesrezeptoren resultiert (Abb. 3).2°" Eine Schliisselrolle bei der Regulation beider
Signalwege fillt dem Tumorsuppressorprotein p53 zu, dessen codierendes Gen in circa 50% aller
Tumore mutiert ist.?!??! Resultiert die Mutation in einem funktionsunfihigen oder funktional
eingeschrankten Proteinprodukt, nimmt die Sensitivitit der Tumorzellen fiir pro-apoptotische Signale,
z. B. nach DNA-Schidigung durch einen antitumoralen Wirkstoff, ab. Dariiber hinaus kann auch der
Verlust anderer pro-apoptotischer Faktoren (z. B. Bax) oder die Uberexpression anti-apoptotischer
Signalproteine, beispielsweise Bcl-2 oder IAPs (inhibitors of apoptosis proteins), zu einer auf Apoptose-

Inhibition basierenden Chemoresistenz beitragen.!'!
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Abbildung 3. Schematische Darstellung von extrinsischem und intrinsischem Apoptose-Signalweg. Der
extrinsische Signalweg beginnt mit der Bindung extrazelluldrer Liganden an die extrazelluldre Doméine eines
Todesrezeptors (z.B. death receptor 5, DRS), worauthin an der zytoplasmatischen Seite des Rezeptors der DISC
(death-inducing signalling complex) entsteht. DISC fiihrt zur auto-katalytischen Aktivierung der Pro-Caspasen-8
und 10, welche in ihrer aktiven Form die Effektor-Caspasen-3/6/7 aktivieren. C-Flip (cellular-FLICE inhibitory
protein) ist ein wichtiger Inhibitor des extrinsischen Apoptose-Signalweges. Zytotoxische Reize, wie z.B. DNA-
Schadigung, fiihren zu einer Aktivierung von p53, wodurch die Expression pro-apoptotischer Faktoren erhoht, und
die anti-apoptotischer Faktoren inhibiert wird. Vermittelt durch in etwa 25 verschiedene pro- und anti-apoptotische
Proteine (z.B. Bax, Bak), beginnt intrinsische Apoptose mit MOMP (mitochondrial outer membrane
permeabilisation) und resultiert letztlich in der Freisetzung von Cytochom c ins Zytoplasma. Cytochrom ¢ und
Apaf-1 (apoptosis protease-activating factor-1) bilden das sogenannte Apoptosom, welches Caspase-9 aktiviert
und diese wiederum die Effektor-Caspasen-3/6/7.1%1 (Eigene Darstellung nach Goldar et al. 2015; Haupt et al.
2003.123:24])

1.2.1.4. Epithelial-mesenchymale Transition

Die Epithelial-mesenchymale Transition (EMT) ist ein physiologischer Prozess, der wéhrend der
Embryonalentwicklung und in adultem Gewebe wihrend der Wundheilung eine Rolle spielt. Man
versteht darunter eine schnelle und meist reversible Verdnderung des Zell-Phénotyps: epitheliale Zellen
losen ihre Zell-Zell-Kontakte, verlieren ihre Polaritit und es kommt zu einer Umstrukturierung des
Zytoskeletts.*! Letztlich entsteht eine Zelle mit mesenchymalen Eigenschaften, sowie invasivem
Potential.”*> In den frithen 90-iger Jahren wurde erstmals die Hypothese aufgestellt, dass die EMT eine
entscheidende Rolle im Metastasierungsprozess spielen konnte.”®! Dieser Hypothese zufolge

durchlaufen bestimmte Tumorzelle eine EMT, wodurch sie mesenchymale Eigenschaften erhalten, die
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sie wiederrum zur Migration innerhalb des Organismus und zur Bildung von Fernmetastasen
befihigen.l*”? Mittlerweile ist bekannt, dass Tumorpatienten, welche nicht auf eine Chemotherapie
ansprechen, in der Regel immer Fernmetastasen bilden.” Dies legt die Vermutung nahe, dass die
Prozesse der Metastasierung und der Chemoresistenz miteinander verkniipft sind, wobei
moglicherweise die EMT die Basis beider Prozesse darstellt. Verschiedene Studien haben gezeigt, dass
Tumorzellen mit EMT-typischen FEigenschaften primér resistenter gegen chemotherapeutische
Wirkstoffe sind,*®! aber auch, dass anfinglich sensitive Tumorzellen durch den Prozess der EMT
Resistenzen entwickeln kénnen. % Dariiber hinaus steht die EMT in engem Zusammenhang mit den
unter 1.3.4. und 1.3.5. diskutierten Einflussfaktoren auf die Entwicklung von Resistenzen: den
Tumorstammzellen und den zirkulierenden Tumorzellen. Bis heute sind die der EMT zugrunde
liegenden Mechanismen nicht vollstindig aufgeklirt und auch die Rolle, welche die EMT im
Tumorgeschehen spielt oder bei der Tumortherapie spielen konnte, ist noch immer Gegenstand der

Forschung.

1.2.1.5. Target-Verinderung

Im Laufe einer Chemotherapie kann es passieren, dass sich ein Zielprotein durch gewisse Umstinde
verdndert, oder dass die zelluldre Konzentration eines Targetmolekiils soweit abnimmt, dass dessen
Manipulation keinen weitreichenden Effekt mehr auf die Zelle erlaubt. Strukturell verdnderte
Targetproteine resultieren in der Regel aus genetischen Mutationen. Begriindet in der intratumoralen
Heterogenitit ist vor allem in Tumoren mit hoher Mutationslast die Wahrscheinlichkeit hoch, dass es
eine Subpopulation an resistenten Tumorzellen gibt. Die resistente Subpopulation trigt in diesem Fall
eine Mutation, welche zu einem Proteinprodukt mit voller Funktionsfdhigkeit, aber verdnderten
stereochemischen Eigenschaften fiihrt, sodass der jeweilige Wirkstoff nicht mehr binden kann. Durch
Mutation im zugrundeliegenden Gen strukturell verdnderte Targetproteine sind ein héaufiger
Mechanismus der Resistenzentwicklung bei Topoisomerase II-Inhibitoren (z. B. Doxorubicin).*!) Auch
der zweite Aspekt der Targetveridnderung spielt im Falle der Topoisomerase-Inhibitoren eine Rolle: eine
reduzierte Expressionsrate des Targets am jeweiligen Wirkort, wodurch kein Angriffspunkt fiir den
Wirkstoff mehr vorhanden ist.*!! Dieses Beispiel macht dariiber hinaus deutlich, dass Chemoresistenz
meist ein komplexes Phdnomen ist, bei dem verschiedene zellulire Resistenzmechanismen

zusammenlaufen und/oder ineinander iibergehen.

1.2.1.6. Wirkstoff-Inaktivierung

Chemoresistenz kann auch durch die Inaktivierung eines antitumoralen Wirkstoffes auf seinem Weg zur
oder in der Tumorzelle selbst verursacht werden. Die erste Moglichkeit hierfiir ist eine Uberaktivitit des
zelluldren Entgiftungssystems, welches dafiir verantwortlich ist die Zelle vor durch toxische

Metaboliten oder Xenobiotika verursachten Schiden zu schiitzen. Ein Beispiel fiir ein hdufig an
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Resistenzmechanismen beteiligtes Enzym des zelluldren Entgiftungssystems ist die Glutathion-S-
Transferase (GST), welche die Bindung potentiell schidlicher Molekiille an Glutathion (GSH)
katalysiert. Die an GSH gebundenen Metaboliten oder Xenobiotika konnen anschlieBend weiter
metabolisiert und aus der Zelle, bzw. dem Organismus ausgeschieden werden. Chemoresistente
Tumorzellen weisen oft eine erhohte Expression an GST auf, was zur Folge hat, dass ein groferer Anteil
des Wirkstoffs durch die Bindung an GSH inaktiviert und ausgeschieden werden kann."*?!

Eine weitere Moglichkeit der Wirkstoff-Inaktivierung ergibt sich im weitesten Sinne im Falle von
sogenannten Prodrugs. Das heifit im Falle von antitumoralen Wirkstoffen, die erst durch Enzyme
metabolisch zum aktiven Wirkstoff modifiziert werden miissen. Hier kann eine verringerte
Wirkstoffeffizienz durch eine reduzierte Aktivierung des Prodrugs verursacht werden. Beispielsweise
der fiir die Behandlung von akuter myeloischer Leukimie (AML) verwendete Wirkstoff AraC
(Cytarabin) muss durch das Enzym Desoxycytidinkinase mehrfach phosphoryliert werden, um seine
aktive Form zu erreichen. Im Falle eines Funktionsverlustes dieses Enzyms, zum Beispiel durch
Mutation, wird die Aktivierung, und damit auch die Aktivitit dieses Wirkstoffes entscheidend

herabgesetzt.*?!

1.2.1.7. (Epi-)Genetische Mechanismen

Die Genamplifikation ist ein genetisches Phanomen, welches in circa 10% aller Tumore vorkommt und
verschiedenen Formen der Chemoresistenz zugrunde liegen kann.** Hierbei kommt es zur selektiven
Replikation einer bestimmten Chromosomenregion, wodurch multiple Kopien eines Gens entstehen.
Ein Beispiel hierfiir ist die durch Genamplifikation hervorgerufene Resistenz gegen Methotrexat: durch
erhohte Expression des Targetproteins kommt es bei limitierter Wirkstoffkonzentration zum Verlust der
zytotoxischen Wirkung.**

Auch epigenetische Mechanismen spielen eine wichtige Rolle bei der Entstehung verschiedener
Chemoresistenzen. Die zwei wichtigsten Arten der epigenetischen Verdnderungen sind erstens die
DNA-Methylierung und zweitens die Modifizierung von Histonproteinen. DNA-Methylierung findet an
Cytosin-Basen innerhalb von Promotorregionen der DNA statt, wobei Hypermethylierung eines
Promotors zur Inaktivierung der Expression des betreffenden Gens fiihrt. Modifizierungen an
Histonproteinen regulieren die Genexpression indem sie zur Verdnderung der Chromatinstruktur
beitragen: Acetylierung von Histonproteinen 6ffnet die DNA und aktiviert dadurch die Genexpression,
Deacetylierung fiihrt zu einer Kondensation des Chromatins und zur Inaktivierung der Gene der
jeweiligen DNA-Region.!””! Durch erhohten Wirkstoffefflux hervorgerufene Multidrug-Resistenzen
konnen beispielsweise durch Demethylierung des MDR1 Promotors und daraus resultierender

Uberexpression der MDR 1-Transporterproteins ausgelost werden. 3!
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1.2.2. Tumor-Microenvironment

Eine moglichst homogene Verteilung innerhalb eines Tumors stellt eine wichtige Voraussetzung fiir die
effektive Wirkung eines chemotherapeutischen Wirkstoffes dar. Hierbei miissen Wirkstoffe immer das
direkt an den Tumor angrenzende Gewebe — das sogenannte Tumor-Microenvironment (TME) —
durchqueren. Das TME besteht aus den umgebenden Blutgefiflen, Immunzellen, Fibroblasten,
Signalmolekiilen, sowie der extrazelluliren Matrix (EZM).B” Tumor und TME stehen in einem engen
Zusammenhang und beeinflussen sich gegenseitig, wodurch Veridnderungen im TME auf verschiedene

Weisen zu einer Chemoresistenz beitragen konnen.

1.2.2.1. pH-Wert

Hypoxie und hohe Glykolyseraten sind typische Charakteristika solider Tumore, die zu einer erhohten
Produktion und Exkretion von Laktat und H* in den die Tumorzellen umgebenden Extrazelluldrraum
fiihren.*®*! In der Tumor-Mikroumgebung herrschen deshalb hiufig leicht saure Bedingungen vor
(pH 6.5-6.9), wihrend der pH-Wert im Zytoplasma der Tumorzellen im neutralen bis schwach basischen
Bereich bleibt.* Es resultiert ein in normalem Gewebe nicht vorkommender pH-Gradient, der fiir das
Phénomen des sogenannten lon trapping verantwortlich ist. Viele antitumorale Wirkstoffe sind
entweder schwache Basen oder schwache Sduren (sieche Tab. 1). Ungeladene, ionisierbare schwache
Basen, wie Doxorubicin, kdnnen frei durch die Plasmamembran diffundieren. Weist jedoch das TME
einen leicht sauren pH-Wert auf, so werden sie protoniert und dadurch positiv geladen. Infolge dessen
sinkt ihre Zellpermeabilitiit und die ionisierten Wirkstoffmolekiile konnen ihr Target innerhalb der Zelle
nicht mehr erreichen. Im Gegensatz dazu, reichern sich schwache Séuren in einer leicht basischen
Umgebung, wie dem Zytoplasma, an, wodurch ihre Aufnahme und Effektivitit gesteigert wird.*"
Dariiber hinaus spielt die im TME vorherrschende Aziditit auch eine wichtige Rolle bei der Progression
der Erkrankung, beispielsweise durch die Stimulation des Tumorzellwachstums, sowie metastatischer

Prozesse.[34

Tabelle 1. pKa-Werte einiger klinisch-etablierter antitumoraler Wirkstoffe.?!

Wirkstoff pKa Ionisationsverhalten
Doxorubicin 8.3 Schwache Base
Paclitaxel Zwitterion
5-FU 7.76 Schwache Siure”
CDDP 5.06 Schwache Siure

*Trotz des relativ hohen pKa-Wertes zéhlt man 5-FU (5-Fluoruracil) aufgrund seiner durch das Fluoratom bedingten

Elektronen-ziehenden Eigenschaften zu den schwachen S#uren.[*?!
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1.2.2.2. Sauerstoff

Ein weiteres Charakteristikum maligner Tumore ist ihre hohe Proliferationsrate. In Kombination mit
fehlender bzw. unzureichender Vaskularisierung kdnnen daraus Regionen im Tumor entstehen, in denen
permanent oder zeitweise hypoxische Bedingungen vorliegen.*¥! Ein hypoxisches TME kann in

verschiedener Hinsicht zur Chemoresistenz beitragen:

- Fiir die Vermittlung der pro-apoptotischen Wirkung vieler antitumoraler Wirkstoffe sind freie
Radikale unabdingbar. In Abwesenheit von Sauerstoff kommt es deshalb zu einem
Aktivititsverlust dieser Medikamente.™

- Hypoxie stimuliert die Expression von ABC-Transportern und damit die Entstehung von
Multidrug-Resistenzen.*!

- Einige Stoffwechselenzyme, die fiir die Aktivierung von Wirkstoffen notwendig sind, weisen

unter hypoxischen Bedingungen eine reduzierte Aktivitit auf, ¢!

1.2.2.3. Extrazelluldre Matrix

Der Begriff »extrazellulire Matrix« (EZM) beschreibt die Gesamtheit aller Makromolekiile im
Interzellularraum. Sie besteht hauptséchlich aus Glycoproteinen, Proteinen und Proteoglycanen, wobei
ihre Zusammensetzung und Struktur exakt an die Bediirfnisse der umgebenden Zellen angepasst ist.
Neben ihrer physikalischen Geriistfunktion, ist die EZM ein wichtiger Bestandteil bei der Ubermittlung
von Wachstums-, Migrations- und Differenzierungssignalen.’*”! Aufgrund der im Vergleich zu nicht-
malignem Gewebe abweichenden Figenschaften von Tumorgewebe (z. B. Aziditdt, Hypoxie),
unterscheidet sich auch die EZM innerhalb des TME stark von der in gesundem Gewebe.*”! Tumore mit
hohem EZM-Anteil weisen eine schlechtere Prognose, sowie eine hohere Resistenzwahrscheinlichkeit
auf. Letzteres ist darin begriindet, dass die EZM eine physikalische Barriere bildet, welche die

Wirkstoffaufnahme verzdgern, reduzieren oder sogar verhindern kann. 8!

1.3. Weitere Einflussfaktoren auf die Entwicklung von Resistenzen

Wie im vorausgehenden Abschnitt deutlich wurde, ist »Chemoresistenz« eine &@uflerst komplexe
Thematik, bei der die einzelnen Mechanismen schwer voneinander abgrenzbar sind und zum Teil auch
ineinander iibergreifen. Im Folgenden sollen deshalb weitere Einflussfaktoren beschrieben werden, die
zwar per se keinen Resistenzmechanismus darstellen, allerdings durchaus groBen Einfluss auf die
Entstehung von resistenten Tumorzellen ausiiben kénnen. Auch im Hinblick auf die Entwicklung neuer
Strategien zur Umgehung von Chemoresistenzen sind die nachfolgend dargelegten Einflussfaktoren
wichtig, da sie einerseits neue Angriffspunkte liefern, andererseits auch potentielle Risiken aufdecken

konnen.
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1.3.1. Wachstumsrate und Tumormasse

Die Goldie-Coldman Hypothese ist ein mathematisches Modell, welches den Zusammenhang zwischen
Tumormasse, Mutationsrate und Wahrscheinlichkeit einer Resistenzentwicklung eines Tumors
beschreibt.*! Diesem Modell zufolge nimmt die Wahrscheinlichkeit, dass ein Tumor Wirkstoff-
resistente Zellen enthélt, mit der Tumormasse und der intrinsischen, genetischen Instabilitit der
Tumorzellen zu.

Da sich die Wachstumsrate eines Tumors direkt auf die Tumormasse auswirkt, sollte auch diese bei
Uberlegungen beziiglich Resistenzentwicklung eingeschlossen werden. Tumorwachstum erfolgt
sigmoidal, das heiflt exponentiell schneller bei geringeren Tumormassen, wihrend sich die

Wachstumsrate bei groBeren Zellzahlen einem Plateau nihert.”

Da eine Chemotherapie die
TumorgroBe in der Regel verringert, konnen potentiell im Patienten verbliebene Tumorzellen zu ihrer
exponentiellen Wachstumsphase zuriickkehren, sobald die Therapie beendet wird. Dieser Beobachtung
entspringt der Ansatz der sogenannten Dose dense-Therapie, bei der die behandlungsfreien Zeitrdume

moglichst kurz gehalten werden.!

1.3.2. Tumorheterogenitit

Der Begriff »Tumorheterogenitit« fasst im Allgemeinen die Heterogenitit zwischen verschiedenen
Tumorarten, verschiedenen Patienten innerhalb einer Tumorentitit, Primirtumor(en) und Metastase(n)
innerhalb ein und desselben Patienten, sowie zwischen den Zellen innerhalb eines einzigen Tumors
zusammen. Wihrend die Heterogenitit zwischen verschiedenen Tumorarten und Patienten zwar ein
wichtiger Faktor ist, der die Entwicklung einer umfassenden Therapiemethode gegen Krebs erschwert,
stellen insbesondere die Heterogenitit der Tumorzellen innerhalb eines Patienten, bzw. eines einzigen
Tumors wichtige Kriterien fiir die Entwicklung von Resistenzen gegen Chemotherapeutika dar.5?
Hierbei kann Heterogenitdt sowohl auf genetischer, epigenetischer, proteomischer oder metabolischer
Ebene, als auch in Bezug auf das TME vorhanden sein.

Diversitit auf genetischem Level kommt vor allem durch Mutationen, Genamplifikationen, Deletionen,
chromosomale Neuanordnungen, Transpositionen genetischer Elemente oder #hnliche Prozesse
zustande. Der ausschlaggebende Punkt hierbei ist die Geschwindigkeit mit der diese Prozesse ablaufen;
die sogenannte Tumormutationslast. Tumore mit einer geringen genetischen Mutationslast entwickeln
generell spiter Resistenzen, als genetisch instabile Tumore.'”” Epigenetische, proteomische und
metabolische Unterschiede konnen teilweise auf primédre genetische Verdnderungen zuriickgefiihrt
werden, allerdings z@hlt man auch Unterschiede in Bezug auf die Zellzyklusphase, stochastische
Unterschiede zwischen den Zellen oder eine hierarchische Organisation innerhalb der Zellpopulation in
Form von beispielsweise Tumorstammzellen (TSZ) dazu.>¥ Ein weiterer zur Heterogenitit beitragender

Faktor ist das TME. Wie unter 1.2.2. beschrieben, kann durch bestimmte Eigenschaften der genannten
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Einzelbestandteile der TME ebenfalls eine Wirkstoffresistenz vermittelt werden. Behinderung der

Wirkstoffresorption oder parakrine Wachstumsstimulation sind nur zwei Beispiele.!*”

1.3.3. Therapeutische Selektion

Aufgrund der intratumoralen Heterogenitdt ist es — abhingig von der Tumormasse, sowie der
Mutationslast — mehr oder weniger wahrscheinlich, dass es initial Tumorzellen mit Resistenzen gegen
bestimmte Chemotherapeutika gibt. Aufgrund dessen reichern sich wihrend einer Chemotherapie exakt
diese Zellen an und, dariiber hinaus, wird durch die Elimination der {ibrigen Tumorzellen noch mehr
Raum fiir das Wachstum der resistenten Zellen geschaffen, wodurch ein anfinglich gutes Ansprechen
des Tumors auf eine Therapie hiufig eine aggressivere Progression der Erkrankung zur Folge hat.>%
Um dieses Phinomen so weit wie moglich zu vermeiden, verwendet man heute fast ausschlieSlich
Kombinationsregime aus zwei oder mehr verschiedenen Wirkstoffen, sodass die Wahrscheinlichkeit
von zuriickbleibenden resistenten Zellen und damit auch fiir den héufig daraus resultierenden Progress
der Erkrankung minimiert wird.’® Fiir den Einsatz in Kombinationsregimen besteht deshalb ein

kontinuierlicher Bedarf an neuen Wirkstoffen mit Aktivitit gegen resistente Tumorzellen.

1.34. Tumorstammzellen — Survival of the smartest

Die Tumorstammzell-Hypothese erwuchs urspriinglich aus der Beobachtung einer histologischen
Ahnlichkeit zwischen Tumorgewebe und embryonalem Gewebe, welche beide aus verschiedenen,
heterogenen Zellpopulationen bestehen. TSZ stellen eine relativ kleine Population innerhalb eines
Tumors dar, die sich neben der Expression zahlreicher Stammzellmarker durch Quieszenz (Verharren
in der GO-Phase des Zellzyklus) und die Fahigkeit zur Selbsterneuerung auszeichnet und in der Lage ist
zu proliferationsfahigen Tumorzellen, welche den Grofiteil der Tumormasse bilden, zu
differenzieren.575%

Die Isolation von TSZ wurde erstmals im Jahr 1994 fiir Leukimie beschrieben.”” In den
darauffolgenden Jahren auch fiir diverse andere Tumorarten, wie z. B. Brust-, Darm-, Lungen-, oder
Prostatakrebs.[®! Klinische Bedeutung bekamen diese Zellen erst als erste Patientenstudien zur Minimal
Residual Disease (MRD) veroffentlicht wurden. Der Ausdruck MRD beschreibt eine kleine Anzahl von
Tumorzellen, die nach einer Behandlung im Patienten zuriickbleiben und die Hauptursache fiir
Riickfille darstellen. Die Problematik der MRD kann sehr gut durch die Tumorstammzell-Hypothese
erklért werden: das initiale Ansprechen auf die Behandlung, was die Reaktion der aktiv-proliferierenden
Tumorzellen widerspiegelt, und einen spiteren Progress der Erkrankung, da die quieszenten, haufig
multi-resistenten TSZ zuriickbleiben.[®!! Ob TSZ aus normalen Stammzellen oder aus Nicht-
Stammzellen entstehen und was die treibende Kraft im Transformationsprozess darstellt, ist zum
aktuellen Zeitpunkt noch Gegenstand der Forschung.’”! Man geht jedoch davon aus, dass sowohl die

Storung des physiologischen Gleichgewichts zwischen Protoonkogenen und Tumorsuppressorgenen,
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als auch die EMT (siehe 1.2.1.4.) eine wichtige Rolle spielen./®”! Studien zufolge sind TSZ auch ein
ausschlaggebender Faktor bei der Entstehung von Resistenzen gegeniiber verschiedenen
Chemotherapeutika, wie beispielsweise Cisplatin, Paclitaxel,*! Etoposid,'® sowie Doxorubicin und
Methotrexat.[®! Obwohl aktuell nicht alle Mechanismen im Detail verstanden sind, wei man
mittlerweile, dass TSZ eine ganze Reihe an verschiedenen Strategien einsetzen konnen um sich gegen

chemotherapeutische Wirkstoffe zu schiitzen (siehe Abb. 4).

AN
: offex its
e\N\T\‘S‘ Positiop, ,

Zelltod

Abbildung 4. Die vielschichtigen Resistenzmechanismen von Tumorstammzellen. TSZ vereinen
verschiedenste Mechanismen der Chemoresistenz in sich: Zunichst wird durch die Lokalisation in TSZ-Nischen
innerhalb des TME oder die Expression von ABC-Transportern die Exposition des Wirkstoffes vermieden. Versagt
diese Strategie, so werden auf transkriptioneller oder epigenetischer Ebene weitere Schutzmechanismen, wie eine
Uberaktivierung der DNA-Reparaturmaschinerie oder die Inhibition von Apoptose, aktiviert. (Eigene Darstellung

nach Zhao et al. 2016.57)

Zunichst sind TSZ in sogenannten TSZ-Nischen lokalisiert, das heifit an speziellen Stellen innerhalb
der TME, an denen sie physikalisch abgeschirmt sind und dadurch einer zelluldren Wirkstoffexposition
entgehen konnen.””! Gelangt ein Wirkstoff trotz allem in das Zytoplasma einer TSZ, so werden weitere
Mechanismen aktiviert, um letale Folgen der Exposition zu vermeiden. Viele TSZ exprimieren deshalb
transmembrane Effluxpumpen, wie ABC-Transporter, die den Wirkstoff im »Ernstfall« wieder aus der
Zelle herausschleusen konnen.[®! Dariiber hinaus sind TSZ in der Lage zellulire Targets von
Wirkstoffen zu eliminieren, beispielsweise durch die dynamische Anpassung der Expression bestimmter

fiir die Wirkung/Inaktivierung eines Chemotherapeutikums notwendiger Enzyme."*”) Aber auch durch
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Quieszenz entziehen sie sich dem Einfluss einer Chemotherapie, die hiufig nur auf proliferierende
Zellen abzielt.’? Vor allem bei DNA-interagierenden Wirkstoffen, wie Platinderivaten oder
Topoisomerase-Inhibitoren, kann die Resistenz von TSZ auch durch nachtrigliche Reparatur zelluldrer
Schiden vermittelt werden, da in vielen TSZ DNA-Reparaturmechanismen iiberméfig stark aktiviert
sind.[®! Aber auch Target-unabhiingig fiihren durch Chemotherapeutika verursachte Schiiden in TSZ
nicht immer zum gewiinschten Effekt — dem programmierten Zelltod — da anti-apoptotische Signalwege
tibermiiBig stark aktiviert und pro-apoptotische Signalwege herunter reguliert sind.””! Letztlich wird
deutlich, dass TSZ viele der in den vorherigen Kapiteln beschriebenen Mechanismen der
Chemoresistenz in sich vereinen, was sie zu einem besonders schwer adressierbaren Target, und somit

zu einer groB3en Herausforderung fiir die chemotherapeutische Forschung macht.

1.3.5. Zirkulierende Tumorzellen

Zirkulierende Tumorzellen (circulating tumor cells, CTCs) sind Zellen, die aus soliden Tumoren
freigesetzt, anschlieBend iiber Korperfliissigkeiten, wie zum Beispiel Blut oder Lymphe, im Organismus
verteilt werden, und sich letztlich an einer anderen Stelle des Korpers festsetzen und zu Fernmetastasen
heranwachsen konnen (siehe Abb. 5). Der Entstehungsprozess von CTCs ist aktuell noch nicht
vollstdndig verstanden. Allerdings weil3 man, dass EMT (siehe 1.2.1.4.) im Falle epithelialer Tumore
(circa 90%) eine wichtige Rolle spielt. Wihrend der EMT entsteht aus einer polarisierten, epithelialen
Zelle, die normalerweise in der Basalmembran verankert ist, durch diverse biochemische
Verinderungen eine Zelle mit mesenchymalen, bzw. stammzellartigen Eigenschaften, unter anderem
erhohter Migrationsfihigkeit, Invasivitit, und Apoptoseresistenz.[>7°! Dariiber hinaus nimmt man an,
dass insbesondere die zirkulierenden, epithelialen Tumorzellen (circulating epithelial tumor cells,
CETCs), das heiBit solche Zellen, die sowohl epitheliale, als auch mesenchymale Eigenschaften
aufweisen und sich sozusagen mitten im EMT-Prozess befinden, ein ganz besonders hohes
metastatisches Potential aufweisen.”%""" Aufgrund der durch die EMT verlichenen Eigenschaften,
dhneln C(E)TCs in vieler Hinsicht den unter 1.3.4. beschriebenen TSZ, vor allem beziiglich ihrer
erhohten Resistenz gegeniiber verschiedener Chemotherapeutika oder anderer antitumoraler
Therapien.!”

Die Detektion und Quantifizierung von C(E)TCs im Riickenmark oder Blut von Tumorpatienten kann
auf verschiedene Weise erfolgen. Viele Methoden beginnen zunichst mit einem Anreicherungsschritt,
um die Konzentration dieser seltenen Zellen zu steigern und damit ihren Nachweis zu erleichtern. In
diesem Zusammenhang unterscheidet man positive und negative Anreicherungsverfahren auf der Basis
biologischer (z.B. Expression bestimmter Oberflichen-Antigene) oder physikalischer Eigenschaften
(z.B. ZellgroBe, Dichte, Verformbarkeit). Die Selektivitit der Anreicherung kann hierbei durch die
Kombination aus biologischen und physikalischen Determinanten gesteigert werden.®! Eine mogliche

Methode zur Anreichung mittels physikalischer Charakteristika stellt die Dichtegradienten-
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Zentrifugation dar, wobei es hier durch diverse Waschschritte zu einem erheblichen Verlust der
relevanten Zellen kommen kann.”*! Auch die Magnetic Bead-Anreicherung (mittels spezieller auf
magnetischen Partikeln immobilisierten Antikorpern) kann zu einer immensen Schéadigung der Zellen
fiihren und somit die Ergebnisse der CTC-Quantifizierung beeintriichtigen.”> Eine weitere Mdglichkeit
zum Nachweis von CETCs ist die sogenannte MAINTRAC®-Methode, welche auf jegliche
Anreicherungsschritte verzichtet und dadurch deutlich bessere Detektionsraten verzeichnet.!”® Dieses
fluoreszenz-basierte Verfahren nutzt einen fiir epitheliale Zellen spezifischen Antikorper (anti-EpCAM,;
epithelial cell adhesion molecule) zur Detektion der CETCs in Patientenblut, kombiniert mit einem

Vitalitdtsmarker (PI; Propidiumiodid) fiir den Ausschluss avitaler Tumorzellen.

Primartumor

e
00\\.0

EMT

) )

Invasion

‘ ‘ Zirkulierende .

O Tumorzelle

-
. Extravasation

MET

\ Metastase

Abbildung 5. Zirkulierende (epitheliale) Tumorzellen. Bestimmte Bedingungen konnen dazu fiihren, dass

&

Tumorzellen im Primédrtumor den Prozess der EMT durchlaufen und durch aktive Invasion in den Blutkreislauf
oder in angrenzende Lymphgefile gelangen. Dort kénnen die C(E)TCs fiir unbestimmte Zeit persistieren, bevor
sie sich an einer anderen Stelle im Organismus festsetzen und zu wachsen beginnen. EMT = Epithelial-
mesenchymale Transition; MET = Mesenchymal-epitheliale Transition. (Eigene Darstellung nach Chot et al.

2018; Lozar et al. 2019.077)

14. Verschiedene Ansiitze zur Resistenzumgehung
Da man die fiir Chemoresistenzen verantwortlichen Mechanismen immer besser versteht, gibt es

mittlerweile diverse Ansitze um entweder die Resistenzentstehung initial zu vermeiden, oder aber um
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die resistenten Tumorzellen trotzdem mit antitumoralen Wirkstoffen erreichen zu konnen. Der erste und
bis heute erfolgreichste Ansatz in diesem Zusammenhang ist die Polychemotherapie, bei der
verschiedene Wirkstoffe gleichzeitig oder nacheinander verabreicht werden. Bei der Behandlung von
Brust- oder Hodenkarzinomen, sowie kolorektalen Karzinomen konnen auf diese Weise nach wie vor
gute Erfolge erzielt werden.*>"8 Die Auswahl der Kombinationswirkstoffe muss hierbei mit groBer
Sorgfalt erfolgen: es sollten Wirkstoffe ausgewdhlt werden, die sowohl unterschiedliche
Wirkmechanismen, als auch Wirkorte besitzen, sodass synergistische, statt additive Effekte resultieren.
Auch potentielle Nebenwirkungen und Wirkstoffinteraktionen miissen beriicksichtigt werden."** Da
Polychemotherapien auch starke Nebenwirkungen hervorrufen konnen, verfolgt die moderne Forschung
zielgerichtetere Ansitze: Beispielsweise werden Wirkstoffe fiir Kombinationsregime entwickelt, die
bestimmte, hiufig fiir multidrug-Resistenzen verantwortliche ABC-Transporter inhibieren.” Im
Nachfolgenden sollen die im Rahmen dieser Dissertation behandelten Ansitze fiir die Umgehung von

Chemoresistenzen genauer beschrieben werden.

1.4.1. Induktion von zellulirer Seneszenz

Zelluldre Seneszenz ist ein Phdnomen durch welches Zellen die Fihigkeit zur aktiven Proliferation
verlieren. Seneszente Zellen sind vital und metabolisch aktiv, allerdings dauerhaft und irreversibel in
der G1- oder G2/M-Phase des Zellzyklus arretiert.®”! Man unterscheidet zwei grundsitzliche Formen
der Seneszenz: erstens die replikative, durch kiirzer werdende Telomere bedingte Seneszenz,'®!! und
zweitens die prdmature, durch oxidativen Stress, DNA-Schiden oder andere Stressfaktoren akut
induzierbare Seneszenz.®™ Physiologisch gesehen, stellt die zellulire Seneszenz einen
Tumorsuppressormechanismus dar, dessen Funktion im Schutz der Zelle vor malignen Veridnderungen
besteht.®?! Konventionelle Tumortherapie baut in der Regel auf zytotoxische Strategien, deren Ziel die
Elimination der Tumorzellen darstellt. Ein grofler Nachteil hierbei sind die hédufig starken
Nebenwirkungen der zytotoxischen Agenzien, sowie die Entstehung von Resistenzen, welche

B0l Tn der

wiederrum zu einem Progress der Erkrankung bzw. Rezidiven fithren konnen.
Langzeitbehandlung bestimmter Tumorarten konnte deshalb auch die Induktion Therapie-induzierter
Seneszenz (TIS) und die daraus resultierende Zytostasis der Tumorzellen eine Alternative darstellen.
Besonders erwidhnenswert ist in diesem Zusammenhang, dass verschiedene Seneszenz-induzierende
Wirkstoffe auch Aktivitit gegeniiber Apoptose-resistenten Tumorzellen mit p53- und/oder pl6-

Mutationen zeigen.®*!

1.4.2. Topoisomerase I-Inhibition
Topoisomerasen sind Enzyme, welche die Topologie doppelstringiger DNA-Molekiile verdndern

konnen. Sie sind fiir die Replikation und Transkription der DNA essentiell, indem sie die Superhelizitit
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der DNA-Molekiile lokal auflésen, wodurch die DNA fiir die Enzymmaschinerien der Replikation oder
Transkription zugénglich wird. Man unterscheidet hierbei grundsitzlich zwei Enzymtypen:

- die Topoisomerase I (Topol), welche durch Bildung einer Phosphodiesterbindung zwischen
einem Tyrosinrest im aktiven Zentrum des Enzyms und dem DNA-Molekiil einen
Einzelstrangbruch verursacht, durch welchen der intakte Einzelstrang anschliefend hindurch
gefiihrt wird.3%

- Topoisomerase II (Topoll), welche durch die Bildung zweier Phosphodiesterbindungen einen
Doppelstrangbruch verursacht, durch welchen dann ein intakter DNA-Doppelstrang hindurch
gefiihrt wird. Insgesamt ist fiir die Funktion der Topoll die Energie aus der Hydrolyse von einem
Molekiil ATP notwendig.®®*

Da Topoisomerasen maligeblich an der Zellproliferation beteiligt sind, stellen sie gute Targets fiir
chemotherapeutische Wirkstoffe dar. Auf molekularer Ebene bilden die meisten Topoisomerase-
Inhibitoren einen stabilen Tertidrkomplex mit dem DNA-Strang und dem Enzym, wodurch es zur
Arretierung der Replikations-/Transkriptionsgabel und zum Bruch des DNA-Stranges kommt. Durch
die Schidigung der DNA wird letztlich Apoptose induziert. In Tabelle 2 sind einige, klinisch etablierte

Topoisomerase-Inhibitoren und ihre Indikationen zusammengefasst.

Tabelle 2. Beispiele klinisch-etablierter Topoisomerase-Inhibitoren. Die Wirkstoffe gehoren unterschiedlichen

Substanzklassen an und besitzen Spezifitt fiir Topoisomerase Typ I oder I1.133

Wirkstoff Substanzklasse Target Indikation

Doxorubicin Anthracycline TopollA Mammakarzinom (in Kombinationsregimen);
akute lymphoblastische und myeloblastische
Leukimie; Hodgkin/Nicht-Hodgkin Lymphome;

versch. solide Tumore in der metastasierten

Situation;
Mitoxantron Anthracendion TopollA Chron. multiple Sklerose; Prostatakarzinom;
Etoposid Epipodophyllotoxin TopollA Hodentumore; kleinzelliges Bronchialkarzinom;
Topotecan Camptothecin TopolB Kleinzelliges Bronchialkarzinom;

Zervixkarzinome (nur Stadium IVB);

Wihrend die Topoll-spezifischen Inhibitoren strukturell relativ stark variieren, sind die Camptothecine
(CPT; z. B. Topotecan oder Irinotecan) aktuell die einzige Topol-spezifische Substanzklasse mit
klinischer Zulassung. Trotz guter Aktivitdt und relativ guter Vertrdglichkeit, entwickeln viele Tumore
im Laufe der Therapie Resistenzen gegen diese Wirkstoffe.® Die hiufigsten Ursachen fiir CPT-
Resistenz sind Wirkstoff-Efflux durch Uberexpression von ABC-Transportern (z. B. MDR1 oder P-gp),
sowie genetische Mutationen, die zu einem strukturell verdnderten, voll funktionsfihigen

Proteinprodukt fiihren, an welches der Wirkstoff nicht mehr binden kann.®*! Da sowohl die
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Substratspezifitit der ABC-Effluxpumpen, als auch die Bindung an die Topol mafBigeblich von der
Struktur des Wirkstoffes beeinflusst wird, kann die Chemoresistenz in diesem Fall zum Beispiel durch

die Einfiihrung einer strukturell neuartigen Klasse an Topol-Inhibitoren umgangen werden.

1.4.3. Pleiotrope Wirkmechanismen

Wie bereits erwihnt, ist die Polychemotherapie noch immer der in der klinischen Anwendung
vorherrschende Ansatz um Chemoresistenzen zu vermeiden bzw. zu umgehen. Beispielsweise durch
den Einsatz von Irinotecan oder Cisplatin in Kombinationsregimen konnte die Ansprechrate und auch
das progressionsfreie Uberleben von Patienten mit metastasierten Tumorerkrankungen deutlich
verbessert werden.®! Allerdings zéhlen nicht nur hiufige und starke Nebenwirkungen zu den Nachteilen
der Kombinationstherapie, sondern auch unterschiedliche Loslichkeit und pharmakokinetische
Eigenschaften der verschiedenen Wirkstoffe.®®! Eine vielversprechende Alternative zur konventionellen
Kombinationstherapie ist das Design und die Entwicklung neuer Hybridmolekiile, welche zwei oder
mehr biologisch aktive Pharmakophore in sich vereinen und dadurch mehrere zelluldre Targets
gleichzeitig adressieren konnen.®” Auf diese Weise konnen sowohl Chemoresistenzen vermieden, als
auch Nebenwirkungen und pharmakokinetische Diskrepanzen minimiert werden.®® Das wohl
bekannteste antitumorale Hybridmolekiil ist das aus Streptomyces verticillus isolierbare Glycopeptid

Bleomycin (siche Abb. 6).

Metal-bindende
Domaéane

NH

Abbildung 6. Struktur des klinisch-etablierten, antitumoralen Wirkstoffes Bleomycin. Bleomycin vereint
drei Strukturmotive mit jeweils unterschiedlicher, biologischer Aktivitit: einen Kohlenhydratanteil, welcher fiir
Loslichkeit und Zellpermeabilitdt verantwortlich ist (blau), eine DNA-bindende Doméne (violett), sowie eine
Amin-reiche Doméne fiir die Chelatisierung von Metallionen (griin).®! (Eigene Darstellung nach Avendano und

Menendez 2015.3%)
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Dieses Molekiil vereint drei strukturelle Domédnen mit jeweils eigener biologischer Aktivitit: den
Kohlenhydratanteil, welcher die Loslichkeit verbessert und fiir die Aufnahme in die Zellen
verantwortlich ist, ein DNA-bindendes Motiv, sowie eine Amin-reiche Domine, welche redoxaktive

Metallionen chelatisieren und dadurch die Entstehung von DNA-Strangbriichen vermitteln kann.®”)

1.4.4. p53-unabhéngige Apoptoseinduktion

Wie bereits unter 1.2.1.3. beschrieben, zidhlt die Mutation im TP53-Tumorsuppressorgen zu den
hiufigsten in Tumoren vorkommenden genetischen Verinderungen.?!??! Da viele Chemotherapeutika
ihre Aktivitit durch die Induktion von Apoptose vermitteln, fithrt fehlende Expression eines
funktionsfdhigen p53-Proteins hiufig zu Resistenzen, da die mutierten Zellen nicht mehr oder nur noch
in geringem MaRe in der Lage sind konventionelle, p53-gesteuerte Apoptose zu induzieren.”
Insbesondere die Wirkeffizienz DNA-schidigender Wirkstoffe ist stark abhidngig vom p53-Status der
Tumorzellen. Beispielsweise konnte durch in vitro-Studien gezeigt werden, dass die Inaktivierung von
p53 in Kolonkarzinomzellen mit Wildtyp p53 zu einer ausgeprigten Resistenz gegeniiber Oxaliplatin
fiihrt.®! Ein moglicher Ansatz fiir die Umgehung von derartigen Resistenzen sind Wirkstoffe, die die
pS53-Wildtypkonformation wieder herstellen konnen. Einige Substanzen mit dieser Eigenschaft sind
bereits beschrieben, unter anderem die von Yu et al. untersuchten Thiosemicarbazon-Derivate
(NSC319725, NSC319726, NSC328784): ihre Bindung an bestimmte p5S3-Mutanten macht die fiir die
Funktionalitdt des Proteins wichtige Koordination von Zink-lonen — eine Féhigkeit, die durch die
Mutation verloren ging — wieder moglich.””! Ein weiterer Ansatz fiir das Targeting von p53-mutanten,
resistenten Tumorzellen sind Substanzen, die unabhiingig von p53 die Apoptose-Maschinerie aktivieren
konnen.”*** Die erst kiirzlich verdffentlichte Studie von Anaya-Eugenio et al. beispielweise, beschreibt
den aus Penicillium aurantiacobrunneum isolierten Naturstoff Auransterol, welcher unabhéngig von der
p53-Funktionalitit Apoptose in HT-29 Kolonkarzinomzellen induzieren kann."” Im Gegensatz zu p53-
reaktivierenden, besitzen pS3-unabhingige Wirkstoffe ein breiteres Wirkungsspektrum, da sie in ihrer

Wirksamkeit nicht auf spezielle Mutationsvarianten beschrinkt sind.

1.4.5. Realtime-Monitoring mittels CETCs

Eine Methode zur Uberwachung der Therapieeffizienz in Echtzeit konnte die aktuelle Tumortherapie
deutlich verbessern, da schneller auf potentielle Veridnderungen, wie zum Beispiel die Entstehung von
Resistenzen, reagiert werden konnte. Konventionell wird das Ansprechen eines Tumors iiber
Rontgenaufnahmen zu verschiedenen Zeitpunkten der Therapie bestimmt, wobei ausschlieBlich
GroBenverinderungen beriicksichtigt werden. Auch funktionelle Darstellungen mittels Rontgen oder
PET-CT wihrend der therapeutischen Intervention werden fiir manche Tumorarten durchgefiihrt.® Das
Vorliegen einer Therapie-induzierten Resistenz wird in der Regel durch eine einzelne Biopsie des

Primértumors oder der behandelten Metastase(n) bestitigt.”” Die Problematik bei dieser
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Vorgehensweise liegt einerseits darin, dass die Tumorheterogenitit nicht beriicksichtigt wird, und
andererseits werden im Blut zirkulierende Tumorzellen (CTCs, siehe Kapitel 1.3.5.), welche fiir die
Entstehung von Metastasen verantwortlich sind, nicht einbezogen. Dariiber hinaus spiegeln CTCs die
Heterogenitidt eines Tumors in Echtzeit wieder, das heilit auch potentielle Veridnderungen auf
genetischer, epigenetischer, transkriptioneller oder translationaler Ebene koénnen nachgewiesen
werden.®® Diese - auch als Liquid Biopsy bezeichnete - Methode bringt zusitzliche Vorteile (wie z.B.
geringe Kosten, geringer Aufwand, nicht-invasiv) mit sich und stellt deshalb einen vielversprechenden
Ansatz zur Individualisierung der Tumortherapie dar. Insbesondere kénnte das Realtime-Monitoring
mittels CTCs eine Hilfestellung fiir Mediziner darstellen, um fiir eine bestimmte Therapie geeignete
Patienten zu selektieren, und im Gegenzug, andere Patienten vor unnoétigen Behandlungen und den
damit verbundenen Nebenwirkungen zu schiitzen. Die klinische Bedeutung dieser Methode wurde in
der Vergangenheit bereits durch verschiedene Studien untersucht. Studien von Rudiger et al.,””
Inhestern et al.’”* und Pachmann et al.””’ belegen, dass das CTC-Profil im Laufe der Erkrankung bei
Patienten mit Mamma-, Eierstock-, sowie Kopf- und Halskarzinomen moglicherweise eine Alternative
zur invasiven Biopsie darstellt. Eine konstante oder abnehmende Anzahl an CTCs im Blut korreliert
hierbei mit einer guten Prognose, wihrend steigende CTC-Zahlen mit einem erhohten Risiko der

Metastasierung in Verbindung gebracht werden konnten.1%!
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2. Zielsetzung

Das immer weiter fortschreitende biochemische Verstidndnis und die Entwicklung zielgerichteter
Therapien haben seit Beginn des 21. Jahrhunderts zu enormen Fortschritten in der Tumortherapie
beigetragen.['®!! Dariiber hinaus steht die Individualisierung der Therapie fiir den jeweiligen Patienten
und dessen Tumor nunmehr im Fokus.!"%? Trotz aller Fortschritte ist die Prognose fiir Patienten mit einer
Krebserkrankung, insbesondere im Falle fortgeschrittener Stadien, oftmals schlecht und Therapien
fiihren nicht zu einer Heilung, sondern lediglich zu einer Verlidngerung der Lebenserwartung.!'%*! Das
Scheitern der Therapie steht dabei in circa 90% der Fille mit der Entstehung von resistenten
Tumorzellen in Zusammenhang.®¥ Aus diesem Grund besteht ein enormer Bedarf an neuen
Wirkstoffen, welche insbesondere resistente Tumorzellen adressieren, aber auch an neuartigen
Biomarkern, welche ein friihzeitiges Erkennen be- oder entstehender Resistenzen erméglichen.

Im Rahmen dieser Arbeit werden préklinische Untersuchungen neuer, potentieller Wirkstoffkandidaten
beziiglich deren antitumoraler Effektivitat durchgefiihrt. Auch die Aufklirung der jeweiligen
Wirkmechanismen auf molekularer Ebene steht hierbei im Fokus. Bei den untersuchten Substanzen
handelt es sich um verschiedene Metallkomplexe, sowie eine Serie von Thienopyrimidon-Derivaten,
welche alle fiir sich mégliche Ansitze zur Adressierung chemoresistenter Tumore darstellen. Die
Untersuchung der Wirksamkeit der neuen Verbindungen, sowie die Aufkldarung ihrer Wirkmechanismen
erfolgt sowohl in vitro durch Experimente an humanen Zelllinien, als auch durch in vivo-Testsysteme
(Hiithnerei und Zebrafischembryo).

Weiterhin wird im Rahmen einer klinischen proof-of-principle Studie ein Monitoring-Verfahren
untersucht, welches sowohl die Individualisierung der Therapie verbessern, als auch ein friithzeitiges
Erkennen von Resistenzen ermoglichen konnte. Hierbei werden 22 Patienten mit kolorektalem
Karzinom beziiglich der Anzahl und Eigenschaften ihrer zirkulierenden Tumorzellen im Blut evaluiert.
Besonderes Augenmerk wird hierbei auf den Einfluss der jeweiligen Therapieverfahren in der
neoadjuvanten oder adjuvanten Situation gelegt.

Insgesamt sollen die Erkenntnisse aus den priklinischen, sowie klinischen Studien die Grundlage zur
Entwicklung neuer Ansitze, aber auch zum Ausbau und zur Optimierung etablierter Ansitze zur

Umgehung von Chemoresistenzen bilden.
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3. Synopsis
3.1. Ubersicht der Teilprojekte

Die vorliegende kumulative Dissertation beinhaltet fiinf Publikationen, in denen mogliche Konzepte fiir
die Umgehung verschiedener Chemoresistenzen untersucht wurden.

Aufgrund der in vielen Tumoren vorkommenden loss-of-function Mutation im TP53-Tumorsuppressor-
gen, stellen neuartige Substanzen, die p53-unabhingige Arten des Zelltodes hervorrufen, eine
Mboglichkeit dar diese resistenten Tumorzellen zu adressieren. Die Publikationen I und IV beschreiben
neuartige Ruthenium(II)-, bzw. Gold(I)-Komplexe, die diese Kriterien erfiillen und demnach potentiell
zur Verbesserung der Ansprechrate in Tumoren mit p53-Mutation beitragen kdnnten.

Ein weiterer Ansatzpunkt zur Vermeidung bzw. Umgehung von Resistenzen sind Wirkstoffe, die sich
von klinisch-etablierten Wirkstoffen strukturell unterscheiden, aber dasselbe zellulire Target
adressieren, wodurch bestimmte pharmakokinetische Resistenzmechanismen, sowie solche, die durch
angepasste Genexpression der Tumorzellen begriindet werden, umgangen werden konnen. Dieser An-
satz wird in Publikation II verfolgt, in der eine Serie neuartiger, antitumoraler Cu(Il)-Komplexe
beschrieben wird.

Auch Substanzen, die mehrere antitumorale Strukturmotive in sich vereinen, wodurch sie mehr als ein
Target in der Zelle angreifen, besitzen gutes Potential fiir den Einsatz bei der Behandlung von chemo-
resistenten Tumoren. Die in Publikation III beschriebenen Thienopyrimidon-Derivate vereinen zwei
etablierte antitumorale Strukturmotive und ein multimodaler Wirkmechanismus (anti-angiogen,
vaskular-destruktiv, Kinase-Inhibition) konnte durch verschiedene in vitro-Studien belegt werden.
Dariiber hinaus stellt auch die frithzeitige Erkennung von bestehenden oder entstehenden Chemo-
resistenzen eine wirkungsvolle Strategie zu deren Umgehung dar. Im Blut zirkulierende Tumorzellen,
beispielsweise, sind ein einfach zugéinglicher Biomarker, welcher in direktem Zusammenhang mit der
Prognose des jeweiligen Patienten steht. In Publikation V werden die Ergebnisse einer prospektiven
proof-of-principle Studie vorgestellt, deren Fokus auf dem Monitoring von CETCs wihrend der
Therapie von Patienten mit kolorektalem Karzinom mittels Maintrac®-Methode lag.

Alle im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Testsubstanzen wurden an chemischen Lehrstiihlen der
Universitdat Bayreuth synthetisiert. Zum Teil wurden die Untersuchungen der Wirkmechanismen der
Testverbindungen in Kooperation mit dem Institut fiir Biophysik der Academy of Science of the Czech
Republic in Briinn (Tschechien), dem Lehrstuhl fiir Biophysik der Wissenschaftlichen Fakultit der
Palacky Universitdt Olmiitz (Tschechien), dem Lehrstuhl fiir Chemie des Abeda Inamdar Senior College
in Pune (Indien), dem Lehrstuhl fiir Anorganische Chemie IV der Universitit Bayreuth, dem Research
Center for Integrated Analysis and Territorial Management der Universitit Bukarest (Ruménien), sowie
dem Lehrstuhl fiir Cancer Biology der University of Kansas Medical Center (Kansas, USA)
durchgefiihrt. Die in Publikation V diskutierten klinischen Daten wurden in Zusammenarbeit mit dem

Klinikum Bayreuth (Deutschland), sowie der Simfo GmbH (Bayreuth, Deutschland) generiert.
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Publikation Il

Copper(ll) complexes with tridentate Schiff base like ligands:
solid state and solution structures and anticancer activity.
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Publikation V

Monitoring of circulating epithelial tumor cells (CETCs) by the
Maintrac® method and its potential benefit for the therapy of patients
with colorectal cancer.

Mol. Clin. Oncol.

——) °

2021

Abbildung 7. Die sogenannten Hallmarks of Cancer'® konnen in verschiedener Weise fiir das Vorhandensein
bzw. die Entstehung von Chemoresistenzen verantwortlich sein. Die einzelnen Publikationen wurden hierbei den
jeweiligen Angriffspunkten fiir die Umgehung eben dieser Resistenzen zugeordnet. Im Rahmen dieser Arbeit
wurden verschiedene Projekte bearbeitet, die sich mit der Umgehung von Chemoresistenzen beschiftigen.
Publikation I beschreibt einen neuartigen Ruthenium(Il)-Komplex der in der Lage ist in p53-defizienten
Melanomzellen Seneszenz statt herkommlicher Apoptose zu induzieren. Auch die in Publikation IV beschriebenen
Gold(I)-NHC-Komplexe adressieren p53-mutierte Tumorzellen indem sie eine von p53-unabhingige Art des
Zelltodes hervorrufen. In Publikation II geht es um neuartige Kupfer(II)-Komplexe, welche eine strukturell von
etablierten Topoisomerase I-Inhibitoren verschiedene Wirkstoffklasse darstellen, und somit zur Umgehung
pharmakokinetischer und durch verinderte Genexpression bedingter Resistenzen beitragen konnen. Die in
Publikation III beschriebenen Thienopyrimidon-Derivate mit multimodalen Wirkmechanismus kénnen sowohl
anti-angiogen, als auch vaskular-destruktiv, sowie als Kinase-Inhibitoren wirken, und so chemoresistente
Tumorzellen angreifen. In Publikation V wird eine potentielle Methode zur frithzeitigen Erkennung des
Therapieansprechens beschrieben, bei welcher die fiir die Metastasierung verantwortlichen Tumorzellen (CETCs)

im Blut von Patienten mit kolorektalem Karzinom mittels Maintrac®-Methode iiberwacht werden.
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3.2. Ein neuartiger, Seneszenz-induzierender 4-(pyridinyl)-4H-benzo[g]chromene-5,10-dion
Ruthenium(IT)-Komplex

Der erste im Rahmen dieser Dissertation verdffentlichte Artikel behandelt einen neuartigen
Ruthenium(Il) piano stool-Komplex, der sich durch seine Selektivitit auszeichnet und - statt
herkdmmlicher Apoptose - zelluldire Seneszenz induziert, was insbesondere fiir die Behandlung
Apoptose-resistenter Tumoren einen interessanten Ansatz darstellt.

Das maligne Melanom zihlt zu den aggressivsten Arten des Hautkrebses. Die 5-Jahres-Uberlebensrate
von Patienten mit metastasierten Erkrankungen (Stadium IV) liegt zwischen 9 und 28%.11% Obwohl der
Grofteil dieser Patienten mittlerweile von Immuntherapien oder anderen zielgerichteten Wirkstoffen
profitiert, sind diese hdufig mit starken Nebenwirkungen verbunden. Fiir Stadium IV-Patienten, welche
nicht auf zielgerichtete Therapien ansprechen, ist die konventionelle, zytotoxische Chemotherapie die
einzig mogliche Option, wobei hier die Ansprechrate eher gering und die Wahrscheinlichkeit einer

Resistenzentwicklung hoch ist.

Der in dieser Studie untersuchte Benzochromen-Ruthenium(Il)-Komplex o
(Abb. 8) zeigt eine mit Cisplatin vergleichbare Selektivitit fiir humane, Bcl-
2-iiberexprimierende!’® und p53-mutierte!!® 518A2 Melanomzellen,
verbunden mit einer geringeren Toxizitdt gegeniiber nicht-malignen
humanen Hautfibroblasten. Da die antitumoralen Eigenschaften vieler

Rutheniumverbindungen auf deren Affinitdt zu DNA beruhen, wurde auch

der neuartige Rutheniumkomplex auf eine solche hin untersucht. Anhand

drei verschiedener Versuche, sowie Aufnahmestudien konnte die DNA als

zelluldres Target des Metallkomplexes identifiziert werden. Da weiterhin fir | sppiidung 8. Struktur des

Cisplatin und Ruthenium-basierte Wirkstoffe bekannt ist, dass diese unter | Benzochromen-Ru(ID)-

anderem in den Redoxstoffwechsel der Zellen eingreifen konnen, wurde Komplexes.

auch dies fiir den Ruthenium(II)-Komplex iiberpriift. Und in der Tat konnte nach Behandlung von
518A2 Melanomzellen mit dem Metallkomplex ein, im Vergleich zu Cisplatin und dem Liganden,
fiinfmal stidrkerer Anstieg der intrazelluliren Konzentration an reaktiven Sauerstoffspezies (ROS)
beobachtet werden. Mit Hilfe von Zyklovoltammetrie-Studien wurden dariiber hinaus die
Redoxeigenschaften des Rutheniumkomplexes, sowie des Liganden im zellfreien Kontext untersucht.
Hierbei konnte die Reversibilitit des Elektronentransfers, welche nur fiir den Metallkomplex, nicht aber
fiir den Liganden nachgewiesen werden konnte, fiir die unterschiedlich starken Effekte auf die ROS-
Konzentration verantwortlich gemacht werden.

Eine mogliche Erkldrung fiir die selektivere Wirkung des Rutheniumkomplexes im Vergleich zum
Liganden konnte einerseits in seiner grundsétzlich hoheren und spezifischeren Aufnahme begriindet

sein. Andererseits zeigten sowohl die Zytotoxizititsmessungen, als auch Zellzyklusstudien eine un-
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spezifischere Aktivitidt des Liganden, welche vermutlich auf eine generelle Schidigung von Bio-
molekiilen durch hohere Reaktivitdt und Instabilitit zuriickzufiihren ist. Das Ruthenium-Fragment
scheint demzufolge das Naphthoquinon-System beziiglich seiner Redoxeigenschaften zu stabilisieren,
was hochstwahrscheinlich zu einem komplett unterschiedlichen zelluldren Wirkmechanismus fiihrt.
Da anhand von Zellzyklusstudien und einer Messung der Caspase-3/7 Aktivitit eine malBgebliche
Beteiligung von Apoptose, als auch Nekrose am Wirkmechanismus des Benzochromen-Ruthenium-
komplexes ausgeschlossen werden konnte, riickten nun alternative Arten des Zelltodes oder
Wachstumsarrests in den Fokus der Untersuchungen. In diesem Zusammenhang konnte nach Behand-
lung mit dem Komplex mit Hilfe eines Seneszenz-assoziierten B-Galaktosidase (SA-Bgal) Aktivitits-
tests ein deutlich erhohter Anteil an seneszenten Zellen nachgewiesen werden.

Eine mogliche Alternative fiir die konventionelle, zytotoxische Chemotherapie, bei der das Hauptziel in
der Elimination von malignen Zellen liegt, stellt die sogenannte Therapie-induzierte Seneszenz (TIS)
dar.39197 Da das Ziel der TIS die irreversible Inhibition der Tumorzellproliferation und nicht der Tumor-
zelltod ist, stellt sie einen vielversprechenden Ansatz fiir die Reduktion der Nebenwirkungen in der
Langzeitbehandlung mancher Krebsarten dar. Ein weiterer Vorteil von TIS-induzierenden Chemothera-
peutika liegt in ihrer Wirksamkeit gegeniiber Krebszellen, die resistent gegeniiber Apoptose-
induzierenden Stimuli sind."'"” Allerdings gibt es auch kontroverse Studien, die belegen, dass ein
erhohter Anteil an seneszenten Zellen unter gewissen Umstinden zur Tumorprogression beitragen kann,
weshalb spezifisch Seneszenz-induzierende Wirkstoffe, wie der in dieser Studie beschriebene
Ruthenium(Il)-Komplex, einen wertvollen Beitrag zur weiteren Forschung in diesem Bereich leisten

konnen.

Weitere Details in: M. Gold, Y. Mjahid, K. Ahmed, H. Kostrhunova, J. Kasparkova, V. Brabec, B.
Biersack, R. Schobert.

A new 4-(pyridinyl)-4H-benzo[g]chromene-5,10-dione ruthenium(II)

complex inducing senescence in 518A2 melanoma cells.
J. Biol. Inorg. Chem. 2019 24,647-657.

[Publikation I]
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3.3. Kupfer(Il)-Komplexe mit Schiff-Base dhnlichen Liganden: Festphasenstruktur, Struktur
in Losung, sowie antitumorale Aktivitét

Die zweite im Rahmen dieser Dissertation verdffentlichte Arbeit behandelt eine Serie von 18 Kupfer(Il)-
Komplexen mit konzentrationsabhiingiger, zytotoxischer Wirkung gegeniiber verschiedenen Tumorzell-
linien. Fiir die aktivsten Verbindungen konnte eine Inhibition der Topoisomerase I als Wirk-
mechanismus nachgewiesen werden.

Topoisomerase I-Inhibitoren, wie Camptothecin, Topotecan und Irinotecan, sind etablierte chemo-
therapeutische Wirkstoffe und werden klinisch insbesondere in Kombinationsregimen fiir die Therapie
von Eierstockkarzinomen und kolorektalen Karzinomen eingesetzt.'”®! Eine groBe Problematik beim
Einsatz dieser Wirkstoffe ist die hohe Rate der Resistenzentwicklung,'®! was moglicherweise durch
Wirkstoffe umgangen werden konnte, die nicht zur Camptothecin-Familie gehdren und eine komplett

andere Struktur aufweisen.

Im Rahmen dieser Studie wurden 18 Kupfer(Il)-
Komplexe mit Schiff-Base dhnlichen Liganden E
synthetisiert, welche in ihren Substituenten (R, R‘, R*°)
variiert wurden um die elektronische Umgebung des /
Metallzentrums zu verdndern (Abb. 9). Mittels Kristall-

strukturanalyse wurden neun Komplexe genauer unter- Q\

sucht: Komplexe ohne Substitution am Pyrimidinring

kl iSlalh‘Sie] ten alS di]llere Oder pO] ymere Komp]exe, : _ X
1 -4-H -Me -COOEt NOs

Wa] 1ICl1 ld De] 1. vate mlt Substitu'leItCIIl I yIl‘Hn‘diming zu s = : : Bri
14 -4-Me -OEt -COOEt r

einer quadratisch-planaren Festphasenstruktur fiihrten.

Die Struktur in Losung, sowie das Loslichkeitsverhalten .
Abbildung 9. Ubersichtsstruktur der

und die Stabilitdt der Kupferkomplexe wurden mittels Kupferkomplexe mit Schiff-Base hnlichen

UV/Vis-Spektroskopie und Zyklovoltammetrie analysiert | Liganden mit den Substituenten R, R und R*.

und in nachfolgenden biochemischen Tests beriick-

sichtigt. Mit Hilfe von MTT-Assays wurde zunichst die Zytotoxizitit aller Komplexe, sowie
Kupfersulfat und einem Liganden gegeniiber verschiedenen Tumorzelllinien bestimmt. Hier stellten sich
insbesondere die Komplexe mit Elektronen-schiebenden Substituenten am Pyridinring (10 und 14,
Abb. 9) als sehr aktiv heraus, wihrend sich eine Substitution mit Elektronen-ziehenden Gruppen am
Pyridinring negativ auf die zytotoxische Aktivitit auswirkte. Die Behandlung der Tumorzelllinien mit
reinem Liganden resultierte in keinerlei zytotoxischem Effekt. Interessanterweise zeigte der Kupfer(Il)-
Komplex 10 zusitzlich eine gute Selektivitit fiir Tumorzellen (Selektivititsindex: 4.8; Cisplatin: 3.0).
Nachdem sowohl eine Interaktion mit DNA, als auch ein Einfluss auf die intrazelluldre Konzentration
an reaktiven Sauerstoffspezies als Wirkmechanismus fiir die drei aktivsten Komplexe 1, 10 und 14 aus-

geschlossen werden konnte, sollte noch deren Wirkung auf ein weiteres fiir Kupferkomplexe typisches
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Target — das Enzym Topoisomerase I — untersucht werden.!''%!'!! Topoisomerasen sind Enzyme,

1 2 3 4 5 6
Camptothecin B f) e pd o | OC

Abbildung 10. Inhibition der Topoisomerase I durch
die Kupfer(Il)-Komplexe 1, 10 und 14. Spalte 1:
100 uM, kein Enzym; Spalten 2-6: 100, 50, 25, 10,

5 uM mit Enzym; oc = open circular, sc = supercoiled.

die topologische DNA-Isomere durch Anderung des
Grades an Superhelizitit ineinander umwandeln und
insbesondere fiir die Replikation und Transkription
der DNA obligatorisch sind. Da zyklische Plasmid-
DNA in Losung hauptsichlich in superhelikaler (sc =
supercoiled) Form vorliegt, bewirkt die Inkubation
mit Topoisomerase I eine Relaxation dieser Plasmide
hin zur offenkettigen (oc = open circular) Form.
Diese beiden Formen, sowie Intermediate konnen
aufgrund ihrer unterschiedlichen elektrophoretischen
Mobilitét in einem Agarosegel voneinander getrennt
werden. Fiir die Komplexe 1 und 10 konnte eine
starke, fiir Komplex 14 eine moderate Inhibition der
Topoisomerase I-Aktivitit nachgewiesen werden

(Abb. 10), welche zumindest teilweise zur

biologischen Aktivitdt dieser Verbindungen beitragen diirfte. Dieser spezifische Wirkmechanismus

unterscheidet die in dieser Studie beschriebenen Verbindungen von bereits bekannten Kupferkomplexen

mit Topoisomerase I inhibierender Wirkung, welche =zusitzliche Effekte auf das oxidative

Gleichgewicht der Zellen, sowie eine DNA-Interaktion zeigen.!!1%!

Weitere Details in: K. Dankhoff, M. Gold, L. Kober, F. Schmitt, L. Pfeiffer, A. Diirrmann, H.
Kostrhunova, M. Rothemund, V. Brabec, R. Schobert, B. Weber.

Copper(1l) complexes with tridentate Schiff base-like ligands: solid state
and solution structures and anticancer activity.

Dalton Trans. 2019 48, 15220-15230.

[Publikation II]
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3.4. Synthese und Bioevaluation neuartiger vaskular-disruptiver und anti-angiogener
Thieno[2,3-d]pyrimidin-4(3H)-one
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Abbildung 11. Strukturen der Leitver-
bindung 2a, sowie der aktivsten Derivate
2e, 4e und 7e.

dritte Publikation im Rahmen

Aufgrund der entgleisten Expression von pro- und anti-
angiogenen Faktoren, unterscheiden sich Tumorblutgefifie
morphologisch, sowie funktionell deutlich von normalen
BlutgefidBen: es fehlt jegliche strukturelle Ordnung und die
sogenannten Tumorendothelzellen sind nur locker und
diskontinuierlich mit der Basalmembran verkniipft.!''?! Diese und
andere Alleinstellungsmerkmale machen Tumorblutgefiie zu
einem interessanten Target fiir die Chemotherapie,!''*! z. B. mit
Mikrotubuli-bindenden Wirkstoffen (Microtubule binding agents,
MBA), die in der Mitosephase des Zellzyklus angreifen. Ein
wichtiges  Strukturmotiv  vieler MBA ist das 34,5-
Trimethoxyphenyl-Fragment, welches an die 3-Untereinheit von
Tubulin-Polymeren bindet.!"'¥  Eine Moglichkeit um der
Resistenzentwicklung, welche beim Finsatz von MBA in
Kombinationsregimen relativ hidufig vorkommt, entgegen-
zuwirken, ist die kovalente Verkniipfung des Trimethoxyphenyl-
Motivs mit anderen biologisch aktiven Strukturmotiven, um
Wirkstoffe mit multimodalen Wirkmechanismen zu erhalten. Die

dieser Dissertation befasst sich mit einer Serie von 46

Arylthienopyrimidonen, welche an die von Rabindran er al.!''>! veroffentlichte Leitstruktur 2a (Abb. 11)

angelehnt sind. Sie verbinden das Trimethoxyphenyl-Motiv mit dem Thieno[2,3-d]pyrimidon-

Pharmakophor und zeigen sowohl in
vitro, als auch in vivo vaskular-
disruptive  und  anti-angiogene
Effekte.

Zunichst konnte im Rahmen von
Zytotoxizitdtsstudien  beobachtet
werden, dass eine 3-Bromo-4,5-di-
methoxyphenyl (Motiv ¢) und
3-lIodo-4,5-dimethoxyphenyl-Sub-
stitution (Motiv e) zu einer
deutlichen Steigerung der Wirk-
samkeit im  Vergleich  zur

Leistruktur 2a  fithrte. Diese

control 250 nM 500 nM

Axitinib

Abbildung 12. Anti-angiogene Effekte der Testsubstanz 2e in Zebrafisch-
Angiogenese-Tests. Hierfiir wurden 24 h alte, transgene Tg(flila:EGFP)
Zebrafischembryonen mit 250 bzw. 500 nM an Testsubstanz 2e inkubiert und
anschliefend die Fldche der subintestinalen Venen (SIV) densitometrisch

analysiert. Der bekannte anti-angiogene Wirkstoff Axitinib diente als

Positivkontrolle (6.3x Vergroflerung).
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Verbindungen (2e, 4e und 7e; Abb. 11) waren zudem in der Lage die Polymerisation von isoliertem

Tubulin zu inhibieren. Die beiden aktivsten Verbindungen 2e und 4e wurden fiir weiterfithrende

mechanistische Studien ausgewihlt. Nachdem der nach Behandlung von Endothelhybridzellen mit 2e

und 4e beobachtete G2/M-Arrest sogar
ausgeprédgter war als bei der Tubulin-bindenden
Referenzverbindung Combretastatin-A4 (CA4)
konnte nachgewiesen werden, dass zusétzliche
Effekte durch das Thienopyrimidon-Fragment
(CDK1 Inhibition) dafiir verantwortlich sind.
Genau wie die Referenzverbindung CA4, zeigten
die Test-substanzen 2e und 4e konzentrations-
abhingig sowohl vaskular-disruptive, als auch anti-
angiogene Effekte in Tube Formation-Assays
(Abb. 13), CAM-Assays und Zebrafisch-
Angiogenese-Tests  (Abb.  12).

interessant beziiglich einer potentiellen klinischen

Besonders

Anwendung war in diesem Zusammenhang die
Beobachtung, dass die durch Verbindung 2e
hervorgerufene Destruktion der BlutgefdBle in
CAM-Assays reversibel war und die Blutgefife in
der Lage waren sich wieder zu regenerieren.
Generell erwies sich vor allem Verbindung 2e als
potentieller Wirkstoffkandidat, da sowohl in CAM-
Assays, als auch in Zebrafisch-Angiogenese-
Assays eine gute Vertrdglichkeit beobachtet wurde.

Derivat 4e und Referenz-verbindung CA4 konnten

Abbildung 13. Vaskular-disruptive Effekte der Derivate
2e und 4e in Tube Formation-Assays mit EA hy926
Endothelhybridzellen in Matrigel. CA4 diente als Positiv-

kontrolle. Die Negativkontrollen wurden mit der
entsprechenden  Menge an  DMSO  behandelt
(VergroBerung 60x).

aufgrund ihrer starken Toxizitédt nicht im Zebrafischembryo-Model getestet werden.

Weitere Details in:

Biersack, R. Schobert.

M. Gold, L. Kohler, C. Lanzloth, I. Andronache, S. Anant, P. Dandawate, B.

Synthesis and bioevaluation of new vascular-targeting and anti-angiogenic
thieno[2,3-d[pyrimidin-4(3H)-ones.

Eur. J. Med. Chem. 2020 /89, 112060-112076.

[Publikation III]
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3.5. Antitumorale [1,3-diethyl-4,5-diarylimidazol-2-yliden](L) Gold(I)-Komplexe mit zelluliiren
Targets basierend auf den Eigenschaften des Liganden L

Fast die Hilfte aller Tumore (42%) weisen eine Mutation im Tumorsuppressorgen TP53, welches den
Transkriptionsfaktor p53 codiert, auf.!''®! Das Tumorsuppressorprotein p53 (auch als »Wichter des
Genoms« bezeichnet) wird durch zelluldren Stress, wie z.B. DNA-Schidden oder Onkogene, aktiviert
und beeinflusst in Folge dessen verschiedene Signalwege, die situationsbedingt zu Zellzyklusarrest,
Seneszenz oder Apoptose fithren konnen.!''®! Die Zelle wird dadurch vor neoplastischer Entartung
geschiitzt. Fehlt hingegen funktionsfihiges p53 in der Zelle, so kdnnen sich Schiden anhdufen und eine
Karzinogenese wird begiinstigt. Dariiber hinaus hat der p53-Status auch einen grofien Einfluss auf die
Chemosensitivitidt von Tumorzellen: Tumorzellen mit pS3-Mutation sind resistent(er) gegeniiber Wirk-
stoffen, die hauptsichlich iiber p53-vermittelte Induktion von Apoptose wirken, wie z.B. Oxaliplatin!!!”!
oder Doxorubicin.!"'¥! Um eine Verbesserung der Ansprechrate auf eine Chemotherapie zu erreichen,
sind deshalb neuartige Wirkstoffe gefragt, die unabhéngig von p53 wirken.

Die vierte Verodffentlichung im Rahmen dieser Dissertation beschiftigt sich mit der intrazellulidren
Lokalisation und dem antitumoralen Wirkmechanismus verschiedener, zum Teil neuartiger [1,3-diethyl-
4,5-diarylimidazol-2-yliden](L)Gold(I)-NHC-Komplexe, welche eine vom p53-Mutationsstatus unab-
hingige Wirksamkeit besitzen.

Die untersuchten Komplexe
sind hierbei an die von

Muenzner et al™'”! bereits

publizierte Leitstruktur 6a (L =
derselbe NHC-Ligand; Abb. 14)

angelehnt und unterscheiden

jeweiligen Liganden L (4a: L = C‘\AUV 0 Au N [ >mu
| TR0 o2 BRe i 0

Cl; 5a: L = PPhy; Abb. 14). S - QQ g

Zusitzlich zu den Komplexen

sich von dieser nur durch den ,\> O B, O ~ \N %
Vi

4b 5b 6b
4a-6a wurden die Anthracenyl-

Analoga 4b-6b synthetisiert und | Abbildung 14. Strukturen der antitumoralen [1,3-diethyl-4,5-diarylimidazol-2-

aufgrund  ihrer autofluores- | yliden](L)Gold(I)-Komplexe 4-6.

zenten Eigenschaften fiir intrazelluldren Lokalisationsstudien herangezogen.

Alle Komplexe 4-6 zeigten in MTT-Tests pS3-unabhéngig antiproliferative Eigenschaften gegeniiber
verschiedenen Tumorzelllinien. Innerhalb beider Serien a und b beobachtete man eine mit
zunehmendem DLC-Charakter steigende Aktivitidt der Verbindungen (4 < 5 < 6), was einen ersten
Hinweis auf eine vergleichbare zelluldre Aufnahme und Wirkung der jeweils analogen Komplexpaare

a und b darstellt. Die Komplexe 4b-6b wurden urspriinglich als leicht in der Zelle zu lokalisierende
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Analoga der Verbindungen 4a-6a synthetisiert. Letztere enthalten statt dem fluoreszenten Anthracenyl-
Liganden, das fiir die antitumorale Substanz CA4 typische 3.4,5-Trimethoxyphenyl-Motif. Nach
Behandlung von 518A2 Melanomzellen konnte der neutrale Komplex 4b mittels konfokaler
Fluoreszenzmikroskopie im Nukleus und in geringerem Ausmall im Zytoplasma der Zellen
nachgewiesen werden. Der kationische Triphenylphosphan-Komplex Sb, reicherte sich spezifisch in den
Mitochondrien der Tumorzellen an, wohingegen der bis-NHC-Komplex 6b iiberwiegend in den

Lysosomen lokalisiert werden konnte (sieche Abb. 15). Basierend auf den Ergebnissen der Lokalisations-

studien wurde anschlie-
uv Nuclear Green LCS1
¥

e w

Bend mittels verschiedener

biochemischer Assays auf
Kompartiment-spezifische
Aktivititen der Gold(I)-
NHC-Komplexpaare 4, 5
und 6 getestet. Aufgrund MitoTracker red
der Nukleotrophie des
neutralen Komplexes 4b,
wurden die Verbindungen

4a/b auf eine potentielle

Interaktion mit DNA hin Acridine orange

untersucht. Wie bereits fiir
andere neutrale Gold(I)-
NHC-Komplexe mit leicht
austauschenden Liganden

(zB. CI) bekannt, ')

konnte fiir die Komplexe 4

eine nicht-kovalente Inter- | Abbildung 15. Fluoreszenzmikroskopische Lokalisationsstudien der Komplexe 4b-6b
aktion mit DNA nachge- in 518A2 Melanomzellen. Emission der Gold(I)-NHC-Komplexe im UV-Bereich (linke

. L. Spalte), Gegenfirbung der jeweiligen zelluldren Kompartimente mit spezifischen Farb-
wiesen werden. Die in den .
stoffen (mittlere Spalte), merge (rechte Spalte). VergroBerung 2000x.

Mitochondrien vermuteten
Komplexe 5§ zeigten eine sogar stéirkere Inhibition des Enzyms Thioredoxinreduktase (TrxR) als der
klinisch etablierte Goldkomplex Auranofin. Auch eine aus der Ansammlung von oxidiertem
Thioredoxin (Trx) und reaktiven Sauerstoffspezies in den Mitochondrien resultierende Reduktion des
mitochondrialen Membranpotentials konnte fiir beide Komplexe 5a und Sb nachgewiesen werden. Fiir
die bis-NHC-Komplexe 6 konnte, passend zu ihrer Anreicherung in den Lysosomen der Tumorzellen,

eine zeitabhingige Abnahme des Lysosomenmembranpotentials beobachtet werden.
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Insgesamt konnte die Annahme, dass sich die jeweiligen Komplexpaare der Serien a und b in ihrer
zelluldren Aufnahme und Wirkungsweise &hneln, sowohl durch vergleichbare Ergebnisse in
Zytotoxizitdtsstudien, als auch in mechanistischen Studien bestiitigt werden. Die fiir die intrazelluldre
Lokalisation ausschlaggebende Faktoren scheinen letztlich vor allem der Ligand L, und von diesem
bestimmt, die Ladung, GréBe und Lipophilie der Komplexe zu sein. Diese Erkenntnisse konnten fiir das

rationale Design von Target-spezifischen metallbasierten Wirkstoffen von grofer Bedeutung sein.

Weitere Details in: S.I. Bir, M. Gold, T. Rehm, S.W. Schleser, A. Bir, L. Kohler, L.R. Carnell, B.
Biersack, R. Schobert.

Guided Antitumoral Drugs: (Imidazol-2-ylidene)(L)gold(I) Complexes
Seeking Cellular Targets Controlled by the Nature of Ligand L

Chemistry 2021 27, 5003-5010.

[Publikation IV]
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3.6. Monitoring von zirkulierenden, epithelialen Tumorzellen (CETCs) mittels Maintrac®-
Methode und dessen potentieller klinischer Nutzen fiir die Therapie von Patienten mit

kolorektalem Karzinom

Das kolorektale Karzinom ist weltweit fiir 9.2% aller tumor-bedingten Sterbefille verantwortlich und
belegt damit, nach dem Bronchialkarzinom, Platz zwei der tumor-bedingten Todesursachen.!"?!! Durch
die Einfiihrung von Screening-Programmen, sowie neuen Wirkstoffen konnte das Gesamtiiberleben von
Patienten mit kolorektalem Karzinom in den letzten 30 Jahren deutlich verbessert werden.!'?! Wihrend
die konventionelle zytotoxische Chemotherapie noch immer die Basis der Behandlung von
Kolorektalkarzinomen darstellt, sind in den letzten Jahren zielgerichtete Therapien, fiir welche die
Selektion geeigneter Patienten iiber bestimmte genetischer Marker erfolgen kann, in den Vordergrund
geriickt.") Allerdings profitiert nur ein relativ kleines Patientenkollektiv von diesem Therapieansatz,
da die Wirksamkeit auf spezifischen genetischen Eigenschaften der Tumorzellen basiert. Obwohl auch
fiir das Ansprechen einer konventionellen Chemotherapie bereits prognostische Biomarker existieren,
werden diese aus zeit- und kostentechnischen Griinden, sowie unzureichender Validierung in der Praxis
meist nicht eingesetzt.'**!241 Zirkulierende Tumorzellen stellen das Bindeglied zwischen dem
Primértumor und Fernmetastasen dar, und konnen aus Blutproben von Krebspatienten relativ einfach

quantifiziert und charakterisiert werden.

Eine etablierte Methode zur Detektion

250

dieser Zellen im Blut von Tumorpatienten — IRETEs

ist das CellSearch-System, bei welchem 200 B et
nach einem Anreicherungsschritt eine %_

immunologische Firbung zur Identi- é =

fikation der zirkulierenden Tumorzellen g -

erfolgt."™ Im Falle von Patienten mit 3

metastasiertem kolorektalem Karzinom o

liefert die CellSearch-Methode gute g

T
i L ct cY
ore ady first c\lc\e et \ast a2y o
\

<
\e of RIC cfore su"AeN
b b after

. .. . ay-®!
Ergebnisse,!**'*"! bei nicht-metastasierten | yeore*% (qst® o

Patienten allerdings, ist die Detektionsrate

Abbildung 16. Verlauf der Anzahl an zirkulierenden, epithelialen

mittels CellSearch zu gering um o N ] )
Tumorzellen (CETCs), sowie Ki-67-positiven CETCs im Blut eines
potentlelle Zusammenhange zwischen Patienten mit Rektumkarzinom wihrend der neoadjuvanten R/CT,

zirkulierenden Tumorzellen und | sowie der anschlieBenden adjuvanten CT. Dieser Patient scheint

Patientencharakteristika oder Therapie- sowohl von der Operation, als auch von der zusitzlichen adjuvanten

. Therapie zu profitieren.
verlauf zu untersuchen.'”®! In dieser p P

prospektiven proof-of-principle Studie wurde die Maintrac®-Methode zur Quantifizierung und

Charakterisierung der zirkulierenden, epithelialen Tumorzellen (circulating epithelial tumor cells,
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CETCs) bei 22 Patienten mit kolorektalem Karzinom aller Stadien verwendet, welche mit neoadjuvanter
und/oder adjuvanter (Radio-)Chemotherapie (R/CT) behandelt wurden.

Mit Hilfe der Maintrac®-Methode konnten im Blut aller 22 Patienten unabhiéingig vom Tumorstadium
CETCs detektiert werden. Zusitzlich zu den epithelialen Eigenschaften, konnten einigen CETCs
proliferative Aktivitit, sowie Stammzelleigenschaften nachgewiesen werden. AuBerdem konnten
literaturbekannte Zusammenhédnge reproduziert werden, was einen weiteren Hinweis fiir die
Funktionalitét der eingesetzten Methode in diesem Kontext darstellt. Studien von Zitt, sowie Sun et al.
zeigten iibereinstimmend, dass bei Patienten mit gutem Ansprechen auf die Therapie die Anzahl an
zirkulierenden Tumorzellen abfillt, wihrend bei schlechtem Ansprechen keine nennenswerten
Verinderungen zu verzeichnen waren.!!*13% Diese Ergebnisse konnten auch durch weitere Studien
bestiitigt werden.!'3132] ITm Rahmen dieser Studie zeigte sich ebenfalls ein Zusammenhang zwischen
dem Ansprechen der Rektumkarzinom-Patienten auf eine neoadjuvante R/CT ermittelt nach
histologischen und bildgebenden Kriterien und dem Verlauf der CETC-Zahl. Bei Patienten mit gutem
Ansprechen auf die Therapie kam es zu einer Abnahme der CETC-Zahl im Blut, wihrend eine Zunahme
der CETCs mit einem schlechten Ansprechen korrelierte.

Im Gegensatz zur heterogenen Reaktion der CETC-Zahl in der neoadjuvanten Situation, fiihrte die
adjuvante CT zu einer konstanten Abnahme der CETCs im Blut der Patienten. Eine potentielle
Erkldrung fiir diese Beobachtung ist die in der adjuvanten Situation geringere Tumorlast. Dariiber hinaus
ist die Wahrscheinlichkeit, dass initial resistente Zellen enthalten sind, im Falle der mikroskopischen
Restgewebe in der adjuvanten Situation geringer. Auf der Grundlage dieser Beobachtung wéren weitere
Studien interessant, um die Fragestellung zu kldren, ob und wann einzelne Rektumkarzinompatienten
von einer zusitzlichen adjuvanten CT nach einer neoadjuvanten R/CT profitieren wiirden.

Alle beschriebenen Trends konnten anhand eines Fallbeispiels veranschaulicht werden: Ein 63-jdhriger
Rektumkarzinom-Patient (Stadium III) verzeichnete einen drastischen Anstieg der CETCs im Laufe der
neoadjuvanten R/CT auf welche er schlecht ansprach. Erst nach der operativen Entfernung des Tumors
und der anschlieBenden adjuvanten CT fiel die Anzahl an CETCs im Blut ab, bis am letzten Tag der
Therapie keine CETCs mehr nachweisbar waren (Abb. 16).

Weitere Details in: M. Gold, K. Pachmann, A. Kiani, R. Schobert

Monitoring of circulating epithelial tumor cells (CETCs) by the Maintrac®
method and its potential benefit for the therapy of patients with colorectal

cancer
Mol. Clin. Oncol. 2021 /5, 201.

[Publikation V]
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Abstract

2-Amino-5,10-dihydro-5,10-dioxo-4(pyridine-3-yl)-4H-benzo[ g]chromene-3-carbonitrile 5, a cytotoxic lawsone derivative,
was reacted with [Ru(p-cymene)Cl,], to afford a new Ru(Il) ‘piano-stool’ complex 6 which differed from its ligand 5 by a
greater selectivity for highly invasive 518A2 melanoma cells over human dermal fibroblasts in MTT cytotoxicity assays,
and by inducing senescence rather than apoptosis in the former. DNA is a likely cellular target of complex 6 as it bound,
presumably non-covalently, to linear and circular double-stranded DNA in vitro and as ruthenium was found in the lysate of
nuclei of treated 518A2 melanoma cells. It also caused a fivefold increase of reactive oxygen species in these cells, originat-
ing from a more persistent redox cycling as visualised by cyclic voltammetry.

Keywords Naphthoquinone - Lawsone - Ruthenium(IT) complex - Melanoma - Anticancer agents - Senescence

Introduction increased response rates, which, unfortunately, do not nor-
mally translate into extended overall survival of the patients
Cutaneous melanoma is one of the most aggressive skin can- [2]. This emphasizes the need for alternative agents suitable
cer types. In contrast to other cancer entities, melanoma does  for systemic treatment of metastatic melanoma, especially
not respond well to cytotoxic chemotherapy. However, cyto-  for patients not responding to immunotherapy, or those liv-
toxic drugs such as cisplatin (CDDP, cis-[Pt"(NH;),Cl,])  ing in regions, where the latter is not available.
and carboplatin are frequently used for palliative therapy of Although a host of platinum compounds, including such
advanced cutaneous melanoma to mitigate symptoms, e.g.,  with less pronounced side effects, had been synthesized and
in combination regimes with dacarbazine, an alkylating tria-  tested over the last few decades, only oxaliplatin and carbo-
zene derivative [1]. In comparison with single agent thera-  platin were approved by the FDA and registered worldwide

pies, established combinatorial therapies result in slightly  for clinical use. However, severe side effects and resistance to
platinum-based cancer chemotherapy could not be eliminated
entirely. One line of further improvement is the use of met-

Electronic supplementary material The online version of this als other than platinum. Ruthenium, a transition metal of the
article (https://doi.org/10.1007/s00775-019-01677-y) contains platinum group, attracted particular attention [3], with three
supplementary material, which is available to authorized users. complexes, NAMI-A, KP1019, and IT-139, reaching clinical
59 Rainer Schobert t.rials [4-6]. Three propertie§ of rthenium corr}pounds are par-

Rainer.schobert@uni-bayreuth.de ticularly meaningful for their medical usage. First, most Ru(II)

and Ru(IIT) complexes exhibit (slow) ligand exchange kinetics
similar to that of Pt(II) compounds, rendering them kinetically
stable and preventing rapid equilibration reactions [3, 7]. Sec-
Department of Chemistry, Abeda Inamdar Senior College, ond, all oxidation states [Ru(Il), Ru(IIl), Ru(IV)] are accessible
2390-B, K.B. Hidayatullah Road, Pune 411001, India . . .. . .

under physiological conditions [3, 7]. Finally, ruthenium may
mimic iron in binding to serum transferrin and albumin, and so
accumulate in rapidly dividing cancer cells, which often over-
express transferrin receptors due to their raised iron demand
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[3]. Besides ruthenium(III) complexes, such as NAMI-A,
which are supposed to act as prodrugs being reduced to the
biologically more active ruthenium(Il) forms only inside the
tumor cells [7], the “piano-stool” (arene)ruthenium(Il) com-
plexes (basic structure RuPy 1, Scheme 1) are also consid-
ered potential anticancer agents, featuring the bioactive Ru(Il)
state in a particularly stabilized form [8]. Numerous structural
variations with anticancer effects have been described [8—11].
While it was long-known that the coordination of certain
bioactive ligands to ruthenium(II) leads to complexes with
enhanced toxicity in and selectivity for neoplastic cells, we
could even observe pleiotropic, synergistic, and additive effects
[10, 12]. Lawsone (2-hydroxy-1,4-naphthoquinone, Scheme 1)
2, a pigment constituent and active principle of the Henna
plant (Lawsonia inermis) [13], has been prescribed in ayur-
vedic medicine mainly for the treatment of skin and hair dis-
ease [14]. The lawsone motif is also part of other biologically
active p-quinones, such as a-lapachone 3 and p-lapachone 4
(Scheme 1). p-Lapachone 4 in particular has been an object
of antitumor drug research, lately. The cellular mechanisms
of its antitumoral effects are not fully understood, although
the induction of p53- and caspase-independent cell death in
cancer cells seems to play an important role [15]. Magedov
et al. [16] synthesized a library of naphthoquinones and evalu-
ated their in vitro activity against human cancer cells. They
found that 2-amino-5,10-dihydro-5,10-dioxo-4-(pyridin-3-yl)-
4H-benzo[g]chromene-3-carbonitrile 5 (Scheme 2) is highly
antiproliferative with ICs, values in the single-digit micromo-
lar range, inducing apoptosis in human leukemia cells. We
now combined the beneficial aspects of the lawsone and Ru(II)
“piano-stool” complex motifs in a new complex 6 of pyridinyl-
naphthoquinone 5, and investigated in vitro its biological and
anti-melanoma effects.

Materials and methods

Chemical synthesis

General

All starting compounds were purchased from Sigma-

Aldrich. Compound 5 was prepared according to a literature
procedure [16].

Scheme 1 Structures of
“piano-stool” complex RuPy 1,
lawsone 2, a-lapachone 3, and

u.,,
Cl

...

f-lapachone 4
~n" |
\ Cl
S
1
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Scheme 2 Reagents and conditions: (I) [Ru(p-cymene)Cl,],, acetone,
rt, 30 min, 100%

The melting range was determined with a Gallenkamp
apparatus and is uncorrected. IR spectra were recorded on
a Perkin—Elmer One FT-IR spectrophotometer. Magnetic
resonance (NMR) spectra were recorded under conditions
as indicated on a Bruker Avance 300 spectrometer. Chemi-
cal shifts (0) are given in parts per million downfield from
TMS as internal standard. Mass spectra were recorded using
a Varian 1200L Q3 (ESI). Elemental analyses were carried
out with a Perkin—Elmer 2400 CHN elemental analyzer. Sat-
isfactory microanalyses (C,+0.2; H, +0.1) were obtained
for both tested compounds. For example, for 5: Anal. Calcd.
for C 4 H;|N;0; (M =329.31): C, 69.30; H, 3.37; N, 12.76.
Found: C, 69.10; H, 3.35; N, 12.92%. Cyclic voltammo-
grams were recorded in DMSO on a Bioanalytical System
BASi EPSILON Model instrument with X—Y recorder using
a three electrode system with a platinum working electrode,
Ag*t/AgCl as the reference electrode and a platinum wire as
the auxiliary electrode in 0.1 M -Bu,NCIlO, (tetrabutylam-
monium perchlorate) as supporting electrolyte. Ferrocene
served as internal standard.

(3-(2-Amino-3-cyano-5,10-dihydro-5,10-dioxo-4H-benzo[g]
chromen-4-yl)pyridine)(dichlorido)(ns-p-cymene)
ruthenium(ll) 6

Compound 5 (75 mg, 0.23 mmol) and [Ru(p-cymene)Cl,],
(70 mg, 0.12 mmol) were dissolved in acetone (10 mL).

(0]
Oﬁ:@‘
O
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The reaction mixture was vigorously stirred for 30 min. The
formed precipitate was collected, washed with acetone and
n-hexane, and dried in vacuum. Yield: 143 mg (0.23 mmol,
100%); amber solid of m.p.> 170 °C (dec.). Anal. Calcd. for
C,H,5sCLLN;05Ru (M =635.5): C, 54.81; H, 3.97; N, 6.61.
Found: C, 54.65; H, 4.01; N, 6.58%. umax(ATR)/cm‘1 3318,
3194, 2961, 2190, 1698, 1667, 1630, 1612, 1592, 1578,
1475, 1432, 1402, 1365, 1332, 1302, 1244, 1201, 1090,
1075, 1058, 1027, 954, 870, 799, 767, 734, 714, 700; 'H
NMR (300 MHz, CDCl5) 6 1.2-1.3 (6 H, m), 2.09 (3 H, s),
2.9-3.0 (1 H, m), 4.89 (1 H, s), 5.2-5.5 (6 H, m), 7.2-7.3
(1 H, m), 7.7-7.8 (3 H, m), 7.9-8.0 (1 H, m), 8.0-8.1 (1 H,
m), 8.8-8.9 (1 H, m), 9.06 (1 H, s); '*C NMR (75.5 MHz,
CDCly) 6 18.1,22.2,30.9, 34.3, 54.9, 82.8, 85.4, 99.6, 109.0,
113.4, 121.5, 126.8, 130.2, 133.4, 134.9, 137.0, 142 .4,
155.1, 157.4, 166.5, 179.1, 184.0; m/z (ESI) 600.2 [M*—Cl]
(4), 465.5 (8), 366.5 (8), 282.4 (100), 256.4 (25).

Biological evaluation
Cell lines and culture conditions

The human melanoma cell line 518A2 was a gift from the
University Hospital Vienna, Austria (Department of Radio-
therapy and Radiology). The human colon carcinoma cell
line HCT-116 (ACC-581), and its p53 knockout mutant
HCT-116P3~"~ were purchased from The German Collection
of Microorganisms and Cell Cultures (DSMZ, Braunsch-
weig). The cells were grown in Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM; Biochrom) high glucose supplemented
with 10% (v/v) fetal bovine serum (FBS; Biochrom.) and 1%
(v/v) antibiotic—antimycotic solution (Thermo Scientific).
Human dermal fibroblasts HDFa (ATCC® PCS-201-012™™)
were grown in DMEM supplemented with 10% (v/v) FBS,
1% (v/v) antibiotic—antimycotic, and 2 mM glutamine (Bio-
chrom). All cells were incubated at 37 °C, 5% CO,, 95%
humidified atmosphere. They were serially passaged follow-
ing trypsinization using 0.05% trypsin/0.02% EDTA (w/v;
Biochrom GmbH, Berlin, Germany). Mycoplasma contami-
nation was frequently monitored, and only mycoplasma-free
cultures were used.

Inhibition of cell growth (MTT assay)

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide (MTT; ABCR) was used to identify viable
cells which reduce it to a violet formazan. 518A2 mela-
noma cells, colon carcinoma cells HCT-116 and HCT-
116P3 = (5% 10* cells mL~!, 100 uL well™"), as well as
HDFa cells (10 x 10* cells mL™", 100 uL well™!) were
seeded in 96-well tissue culture plates and cultured for
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24 h at 37 °C, 5% CO, and 95% humidity. After treatment
with the test compounds (dilution series ranging from
100 uM to 5 pM in ddH,0), incubation of cells was contin-
ued for 72 h. Blank and solvent controls were treated iden-
tically. After the addition of a 5 mg mL™! stock solution
of MTT in phosphate buffered saline (PBS), microplates
were incubated for 2 h, centrifuged at 300 g, 4 °C for 5 min
and the supernatant medium was discarded. The precipi-
tate of formazan crystals was then redissolved in a 10%
(w/v) solution of sodium dodecylsulfate (SDS; Carl Roth)
in DMSO containing 0.6% (v/v) acetic acid. To ensure
complete dissolution of formazan, microplates were incu-
bated for at least 1 h in the dark. Finally, the absorbance
at =570 and 630 nm (background) was measured using a
microplate reader (Tecan F200). All experiments were car-
ried out in quadruplicate and the percentage of viable cells
was calculated as the mean + SD with controls set to 100%.

Cellular and nuclear uptake

Cellular accumulation of ruthenium was measured in 518A2
melanoma cells cultured in DMEM supplemented with
10% FBS. The cells were seeded in 6-well plates (1.5x 10°
cells well™!), were allowed to adhere for 24 h (37 °C, 5%
CO,, 95% humidity), and then incubated with solvent
(DMSO), or varying concentration of complex 6 (10, 25, and
50 uM) for 24 h under cell-culture conditions. The adherent
cells were washed twice with PBS, detached by trypsiniza-
tion, and washed twice with ice cold PBS.

Whole cell lysates were obtained by resuspension of the
cell pellet in lysis buffer 1 (0.1 M Tris/HCI, 0.2% Triton
X-100, 200 kIU Aprotinin mL~', pH 7.4) and incubation for
20 min on ice. After centrifugation (5 min, 800X g, 4 °C),
the supernatant was used for measurements.

For nuclear lysates, the cell pellet was resuspended
in lysis buffer 2 (200 mM HEPES, 10 mM KCI, 0.1 mM
EDTA, 0.1 mM EGTA, 1.5 mM MgCl,, 0.05 mM DTT,
200 kIU Aprotinin/mL, pH 7.4), digested mechanically,
and incubated on ice for 20 min. By centrifugation (1 min,
1200 x g, 4 °C), nuclei were pelleted and the supernatant
containing cytosolic fraction was discarded. The nuclei were
washed thrice in PBS and lysed in lysis buffer 2 plus 0.2%
Triton X-100 for following analysis. Protein concentration
of all samples was determined using Bradford test.

To give fully homogenised solutions, samples were
digested by a high-pressure microwave digestion system
(MARSS, CEM) with HCI, and the content of ruthenium
was determined by ICP-MS (Agilent 7500, Agilent, Japan).
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Ethidium bromide staining assay

DNA interaction was assessed by a fluorescence-based
ethidium bromide (EtBr) staining assay. Salmon sperm
DNA (SS-DNA, Sigma-Aldrich) or pBR322 plasmid DNA
(Thermo Scientific) was pipetted into a black 96-well
plate in TE buffer to reach a final amount of 1 pg/100 pL
assay volume and incubated with varying concentrations
of test compounds for 2 h at 37 °C. Afterwards, 100 pL
of a 10 ug mL~! EtBr solution in TE buffer was added
to each well. After 5 min of incubation, the fluorescence
(Aey =535 nm, 4., =595 nm) was detected using a micro-
plate reader (Tecan F200). Each fluorescence value was
corrected for possible intrinsic compound and EtBr back-
ground fluorescence. As all experiments were carried out in
triplicate, the relative EtBr fluorescence was calculated as
mean + SD with solvent controls set to 100%. A decreased
fluorescence indicates an interaction between DNA and test
compound which prevents the intercalation of EtBr mol-
ecules into the DNA.

Analysis of intracellular ROS levels

For DCFH-DA assays, 518A2 melanoma cells (1 X 10°
cells mL~!, 100 ne well_l) were seeded in black 96-well
tissue culture plates and incubated for 24 h (37 °C, 5%
CO,, and 95% humidity). Then, the culture medium was
replaced by serum-free medium containing 20 uM 2',7'-
dichlorofluorescin diacetate (DCFH-DA; Sigma-Aldrich)
and the cells were incubated for 30 min (37 °C, 5% CO,,
and 95% humidity). After cells had been washed with PBS
twice, serum-free medium (100 pL well™!) was added and
the cells were treated with different concentrations of the
test compounds or solvent for 1 h (37 °C, 5% CO,, and 95%
humidity). Finally, the fluorescence intensity was measured
at an emission wavelength of 535 nm (excitation wavelength:
485 nm) using a microplate reader (Tecan F200). All experi-
ments were carried out in triplicate and the percentage of
intracellular ROS levels calculated as the mean + SD with
controls set to 100%.

For a more differentiated assessment of ROS, the Cellu-
lar ROS/Superoxide Detection Assay Kit (abcam) was used.
518A2 melanoma cells (1 x 10° cells mL~!, 100 uL well™!)
were seeded in black 96-well tissue culture plates with clear
bottom and incubated for 24 h (37 °C, 5% CO,, 95% humid-
ity). The cells were washed with 1 X wash buffer, loaded with
ROS/superoxide detection reagent with the addition of either
the vehicle, test compounds, or positive control (pyocyanin)
and incubated for 1 h (37 °C, 5% CO,, and 95% humidity)
with periodic shaking in the dark. Finally, the fluorescence
intensities were measured at an emission wavelength of
520 nm (green) and 610 nm (orange; excitation wavelengths:
485 nm and 550 nm), respectively, using a microplate reader

@ Springer
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(Tecan F200). To consider cytotoxicity of the applied con-
centrations of the test compounds or solvent, MTT assays
were performed simultaneously with an identically treated
96-well plate. All experiments were carried out in sextupli-
cate and the percentage of intracellular ROS and superoxide
levels calculated as the mean + SD with controls set to 100%.

Cell-cycle analysis

518A2 melanoma cells (3 mL well™!; 5x 10* cells mL™")
were grown on 6-well tissue culture plates for 24 h (37 °C,
5% CO,, 95% humidity). After treatment with different con-
centrations of the test compounds or solvent, the cells were
incubated for another 24 h (37 °C, 5% CO,, 95% humidity).
After fixation in 70% EtOH (1 h, 4 °C), cells were washed
with PBS and incubated with propidium iodide (PI; Carl
Roth) staining solution (50 ug mL~" PI, 0.1% sodium citrate,
and 50 uyg mL~! RNAse A in PBS) for 30 min at 37 °C. The
fluorescence intensity of 10 000 single cells was measured at
Aem=2570 nm (4., =488 nm laser source) with a Beckmann
Coulter Cytomics FC500 flow cytometer. The distribution
(%) of cells over the different phases of the cell cycle (sub-
Gl, G1, S, and G2/M phases) was determined by the CXP
software (Beckmann Coulter).

Senescence-associated B-galactosidase staining

For the determination of the senescence-associated
B-galactosidase (SA-Pgal) activity, a cytochemical assay
based on the conversion of the chromogenic substrate
5-bromo-4-chloro-3-indoyl-p-p-galactopyranoside (X-gal)
at pH 6.0 was applied. 518A2 melanoma cells were grown
on coverslips (4 x 10* cells mL~") in 24-well plates for 24 h
(37 °C, 5% CO,, and 95% humidity), treated with different
concentrations of the test compounds or solvent and subse-
quently incubated for a further 72 h (37 °C, 5% CO,_ and
95% humidity). The supernatant medium was discarded,
and cells were washed in 1 X PBS, and fixed with 4% for-
maldehyde for 5 min at room temperature. Then, 500 uL of
SA-pgal-staining solution (20 uM citric acid, 40 uM diso-
dium hydrogenphosphate, 5 mM potassium ferricyanide,
5 mM potassium ferrocyanide, 150 mM sodium chloride,
2 mM magnesium chloride, and 1 mg mL™!' X-gal) was
added to each well and conversion of the substrate was per-
formed in an incubator without CO, supply at 37 °C for
16 h. The coverslips were mounted in Mowiol 4-88-based
mounting medium containing 2.5% (w/v) DABCO and
1 ug mL~! DAPI (4',6-diamidino-2-phenyl-indole) for coun-
terstaining the nuclei. SA-pgal-positive cells were detected
with brightfield microscopy, and nuclei were documented
by fluorescence microscopy (ZEISS Axiovert 135 and
AxioCam MRc5). For each concentration, a minimum of
400 cells from at least four different pictures were counted
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(AxioVision software) and the percentage of senescent cells
was calculated as the ratio of SA-Bgal-positive cells (bright-
field: blue/green) to the total number of counted cells.

Results
Synthesis and characterization

Naphthoquinone S was synthesized by a base-catalyzed one-
pot reaction of malononitrile with pyridine-3-aldehyde and
lawsone 2 as previously described [16]. Its reaction with
[Ru(p-cymene)Cl,], afforded the corresponding Ru(Il) com-
plex 6 as an amber solid in 100% yield (Scheme 2). Its stabil-
ity in aqueous solution (with 50% D, O plus 0.9% NaCl) over
at least 72 h was ascertained by "H-NMR spectroscopy (cf.
Supporting Information, Fig. 1).

Biological evaluation
Inhibition of cancer cell proliferation

The ligand 5 and its complex 6 were screened for their
inhibitory effects on the growth of human cancer cells of
different entities (melanoma, colon, mamma, and cervix car-
cinoma) and of non-malignant adult human dermal fibro-
blasts (HDFa), and a selectivity index (SI) was calculated
(Table 1).

Compounds 5 and 6 showed ICs, values in the micromo-
lar range against cells of 518A2 melanoma, HT-29 colon
carcinoma, and multi-drug resistant MCF-7T°P° mamma
and KB-V1Y" cervix carcinoma. ICs, data from Magedov
et al. [16] for the ligand 5 (HeLa: 14.2+ 1.0 uM, MCF-7/AZ:
3.4+0.8 uM, Jurkat: 20.4 + 5.8 uM) roughly match with our
findings. Compared to CDDP, the lawsone derivatives S and
6 were less active against HT-29, MCF-7T°P° and KB-V1V"!
carcinoma cells, but showed a similar activity against highly
invasive, Bcl-2 overexpressing [17] and p53-mutated [18]
518A2 melanoma cells. In contrast, ruthenium(II) pyridine

Table 1 Inhibitory concentrations IC§, [uM] of CDDP, RuPy 1, 5,
and 6 when applied to cells of human 518A2 melanoma, HT-29 colon
carcinoma, mdr MCF-7"°° mamma carcinoma, mdr KB-V1Y" cervix

complex 1 did not show any inhibitory effect against these
cancer cell lines or HDFa. Complex 6 was quite selective
for the melanoma cells with an SI of 4.6. While CDDP was
slightly more selective with an SI of 5.2, it was also more
generally cytotoxic.

Cellular and nuclear uptake

Via ICP-MS, we quantified the overall uptake of complex
6 into 518A2 melanoma cells by measuring the amount of
Ru taken up by the whole cells in comparison with lysed
purified nuclei, comprised of nuclear DNA plus all nucleus-
and DNA-associated proteins. In a concentration-dependent
manner, the metal content of the whole cell lysates rose from
45 over 76 to 200 ng Ru/mg total protein upon incubation
with 10 pM, 25 pM, or 50 uM of complex 6. For the nuclear
lysates, the corresponding figures showed a similar increase
from 5 over 16 to 24 ng Ru/mg (¢f. Supporting Informa-
tion, Fig. 2). This is proof of the complex 6 reaching the
cytoplasm as well as the nuclei of 518 A2 melanoma cells in
a quantity sufficient to contribute to its observed biological
effects.

Interaction with DNA

The antitumoral properties of ruthenium complexes are
believed to originate in part from their affinity to DNA [19].
Complex 6 was scrutinized for DNA interaction by means
of a fluorescence-based microplate assay. First, double-
stranded, linear salmon sperm DNA was incubated with
either ligand 5 or complex 6, subsequently stained with eth-
idium bromide (EtBr), and at last the fluorescence of poten-
tial EtBr/DNA adducts was measured (Fig. 1). As the fluo-
rescence of EtBr molecules multiplies when intercalated in
double-stranded DNA, a decrease in fluorescence intensity
implies an interaction of the test compound with DNA in
such a way as to prevent EtBr molecules from intercalating.
Upon treatment of DNA with increasing concentrations of
ligand 5, no appreciable change in fluorescence intensity

carcinoma, and human adult dermal fibroblast cell line HDFa; selec-
tivity indices (SI) calculated as IC5, (HDFa)/ICs, (518A2)

IC50[uM] SI
HDFa/518A2
518A2 HT-29 MCE-7Tope KB-VIVY HDFa ( )
CDDP 7.8+1.1 16.4+1.3 129+3.0 22403 41.0+4.0 5.2
1 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 -
5 129419 26.1+5.1 12.6+2.1 273+4.4 17.9+3.1 14
6 13.5+0.5 412434 17.0+2.3 35.6+3.2 62.4+5.0 4.6

*Values are derived from dose—response curves obtained by measuring the percentage of vital cells of treated wells relative to untreated controls
after 72 h of incubation using MTT assays. Values are mean + SD of four independent experiments
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was detected. In contrast, complex 6 induced a significant,
concentration-dependent reduction of fluorescence inten-
sity, which exceeded even that caused by CDDP. With cir-
cular pBR322 plasmid DNA, virtually the same effect was
observed only to a somewhat lesser extent in the case of 6
(cf- Supporting Information, Fig. 3).

In electrophoretic mobility shift assays (EMSA), circular
plasmid DNA, which naturally occurs in a negative super-
coiled topology conferring it a high electrophoretic mobility,
was treated with a dilution series of compounds 5 and 6 or
CDDP and then subjected to agarose gel electrophoresis (cf.
Supporting Information, Fig. 4). When chemicals bind to, or
intercalate into double-stranded DNA, this supercoiled form
is relaxed and electrophoretic mobility decreases. However,
no such effect was observed, neither for ligand 5, nor its
complex 6. We assume that interactions between complex
6 and circular plasmid DNA are too weak (possibly non-
covalent) and/or are disrupted by the applied electrophoretic
potential.

This assumption was supported by ICP-MS analyses of
purified, genomic DNA from 518A2 melanoma cells treated
with different concentrations (10 and 20 pM) of complex 6
for up to 24 h. The content of ruthenium associated with
DNA (0.15+0.05 to 0.33 +0.04 pg Ru/ug DNA) was mark-
edly lower not only than that we had found for the nuclear
extracts of 518A2 cells consisting of DNA plus associated
protein (c¢f. Supporting Information, Fig. 2), but also lower
than metalation degrees reported in the literature for cis-
platin under similar conditions (e.g., 5 pg Pt/ug DNA in
HelLa cells) [20]. This is another hint at ruthenium being
only loosely bound to DNA and partly getting lost in the
course of the purification process.

However, DNA seems to be a conceivable cellular target
of complex 6, but not of the ligand 5.

100

75
% 50

25

CDDP

6

m0 M N25uM 50 uM %75 uM

5

Fig. 1 Effects of ligand 5 and its complex 6, as well as CDDP, on the
relative fluorescence intensity (negative control set to 100%) of eth-
idium bromide in intercalating assays with salmon sperm DNA. Val-
ues+SD were calculated as the means of at least three independent
experiments
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Increase of intracellular ROS levels

Cytotoxic effects of CDDP are primarily ascribed to its
formation of nuclear DNA adducts, eventually leading to
programmed cell death, especially in cells with high mitotic
activity. However, DNA interaction per se is not a suffi-
cient explanation for the high antitumor activity of CDDP.
Various studies have identified a CDDP mediated rise in
the intracellular concentration of reactive oxygen species
(ROS) as another important factor. The detailed mechanism
of ROS generation by CDDP is, however, still a controversial
issue [21]. Ruthenium complexes are also thought to influ-
ence intracellular ROS concentrations. Keppler’s KP1019
induced apoptosis in HT-29 colon carcinoma cells primar-
ily by intracellular generation of ROS [22]. B-Lapachone 4
was also found to induce multiple, caspase-independent cell
death mechanisms in cancer cells via elevated ROS concen-
trations [23].

We determined the influence of ligand S and its com-
plex 6 on the intracellular ROS concentration of S18A2
melanoma cells, in comparison with CDDP, by means of a
fluorescence-based staining assay (Fig. 2).

Treatment of 518A2 melanoma cells with CDDP, in line
with other studies [23], led to a ca 50% increase of the intra-
cellular ROS concentration, as did ligand 5. Interestingly,
treatment with complex 6 almost quintupled the ROS con-
centration, indicating the importance of ROS for its mecha-
nism of action. The effect of complex 6 on the intracellular
ROS level of 518A2 melanoma cells could be countered by
addition of the ROS scavenger N-acetyl-L-cysteine in DCFH-
DA assays and confirmed using another fluorescence-based
detection assay which allows the differentiated detection of
the entire cellular ROS and of cellular superoxide (O;") only.
While 518A2 melanoma cells treated with the known ROS
inducer pyocyanin were found to have increased cellular lev-
els of both overall ROS and O3, cells treated with complex
6 showed an increase in overall ROS concentration in com-
bination with a slight decrease of O3 levels (cf. Supporting
Information, Fig. 5). A similar, though less pronounced,
trend was also observed for CDDP treated melanoma cells.
A speculative explanation of this phenomenon would be that
these complexes of Ru(I) and Pt(II) to some extent catalyse
the conversion of O into other reactive oxygen species such
as O,, H,0,, and finally H,O.

The redox properties of ligand 5 and complex 6 in a cell-
free context were studied by cyclic voltammetry (cf. Sup-
porting Information, Fig. 6). Ligand 5 gave rise to a pair of
peaks at — 493 mV (i, 9.4 uA) and — 411 mV (i, 1.0 pA)
indicative of a one-electron transfer redox couple. When run
in cathodic direction, this pair of peaks was embedded in a
series of smaller peaks of other irreversible reduction steps.
This cyclic voltammogram is more complex than that of
the parent compound lawsone which features only a single
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Fig.2 Relative increase of the intracellular concentration of reactive
oxygen species in 518A2 melanoma cells after treatment with solvent
(DMSO: control) or 50 uM of CDDP or the lawsone derivatives 5 and
6 for 1 h. All experiments were performed in sextuplicate. The ROS
level was calculated as mean+SD with respect to untreated control
set to 100%

pair of peaks at — 320 mV and — 100 mV. Interestingly, the
cyclic voltammogram of complex 6 appeared much tidier
than that of 5 with a single pair of redox peaks at — 481 mV
(ipc 4.2 pA)/= 392 mV (i, 1.7 pA), indicative of a more
reversible electron transfer than that of ligand 5. This more
perfect and persistent redox cycling of complex 6 when com-
pared to that of ligand 5§ might contribute to its greater ROS
producing effect in 518 A2 melanoma cells.

Effects on the cell cycle

Since we had observed DNA interaction, as well as an
increase of intracellular ROS levels upon treatment of
518A2 melanoma cells with ruthenium(Il) complex 6, we
also ascertained its effect on the cell cycle, as well as a
potential induction of apoptosis.

To this end, 518A2 melanoma cells were treated for
24 h with complex 6 in a concentration below its ICs, value
for 518A2 melanoma cells (5 uM) and in a concentration
slightly above the ICy, value (25 uM), then fixed and sub-
jected to cell-cycle analysis via flow cytometry (Fig. 3).
A negative control run with cells treated with equivalent
amounts of DMSO gave the normal distribution of 518A2
melanoma cells in the different cell-cycle phases.

518A2 melanoma cells treated with 5 uM of the known
apoptosis-inducing drug CDDP showed a significant
increase of the sub-Gl1 fraction, representing cell fragments
likely resulting from apoptotic cell death. Treatment with
complex 6 resulted in a minor increase of the sub-G1 peak,
so neither apoptosis nor necrosis seem to play a major role
in its mechanism of action, although Magedov et al. had
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reported ligand 5 to induce apoptosis in HL-60 leukemia
cells [16]. We confirmed the negative results of our cell-
cycle analyses by assaying the caspase-3/7 activity in 518A2
melanoma cells treated with CDDP or complex 6 (cf- Sup-
porting Information, Fig. 7).

Moreover, 518A2 cells were arrested in the G2/M phase
of the cell cycle when treated with sub-ICy, concentrations
of complex 6, whereas treatment with concentrations above
the ICy, value led to a shift of the cell-cycle arrest from
G2/M- to G1-phase concomitant with a slight increase of
the sub-G1 fraction. In summary, we could exclude a cas-
pase-dependent, apoptotic cell death as a major aspect of
the mode of action of complex 6 in 518A2 melanoma cells,
yet observed their concentration-dependent arrest in G2/M
phase of the cell cycle upon treatment with 6.

Induction of senescence in melanoma cells

Cellular senescence was first described by Hayflick and
Moorhead [24] as a state of irreversible growth arrest of
normal human fibroblasts after serial cultivation in vitro.
The therapeutic induction of senescence (TIS) offers a way
to cytostasis of rapidly dividing cancer cells. Senescence
is also called replicative or cellular ageing, and manifests
itself in two major types: intrinsic, telomere-dependent rep-
licative senescence and extrinsic, stress-induced premature
senescence (SIPS) [25, 26]. The former is caused mainly by
the progressive loss of telomeric DNA with each cell divi-
sion, whereas there are conceivable stressors which can lead
to SIPS such as DNA damage and oxidative stress, among
others [25, 27]. The senescence-like phenotype is defined by
its permanent growth arrest and the absence of proliferation
markers, and by morphological changes like enlarged and
flattened cell shape, and by the senescence-associated secre-
tory phenotype (SASP) [28, 29]. Histochemically, senescent
cells can be detected by staining for senescence-associated
B-galactosidase (SA-Bgal) [30], which we did for 518A2
melanoma cells treated with complex 6 (Fig. 4).

Untreated 518A2 melanoma cells showed normal mor-
phology and a confluent cell layer after 72 h incubation
under cell-culture conditions. No blue-stained cells were
detected after staining of the fixed cells with X-gal-staining
solution at pH 6. After treatment of the cells with 10 uM
CDDP, 4.3% of the cells were positive for SA-B-galactosi-
dase, whereas higher concentrations (25 uM) led to a dras-
tically decreased cell number with 9.2% SA-Bgal-positive
518A2 melanoma cells. After treatment with increasing
concentrations of ligand 5 a decrease of cell density, no
meaningful percentage of blue cells was observed (10 uM:
0.4%, 25 uM: 3.5%). Only few of the melanoma cells treated
with 10 uM 6 for 72 h showed a blueish hue under bright
field microscopy (5%). However, the cell layer was clearly
less dense when compared to the negative control, and also
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Fig. 3 Effect on the cell-cycle control CDDP
progression of 518A2 mela-
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noma cells after 24 h incubation
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a change in cell shape could be observed: cells appeared
bigger in volume and flattened, which are both morphologi-
cal signs of cellular senescence [29]. When treated with
25 uM of complex 6 ca. 65% of the 518A2 melanoma cells
appeared blue under bright field microscopy, also showing
the typical senescent morphology.

Discussion

The 5-year overall survival (OS) rate for patients with meta-
static melanoma (stage IV) lies between 9 and 28% [31].
Today, the majority of these patients benefit from immune
and targeted therapies. For instance, cytokine therapy with
interleukin-2 (IL-2) increases their OS significantly, yet is
associated with severe side effects. For stage I'V patients not
responding to targeted therapy, conventional chemotherapy
is the only available option yielding low response rates at a
high risk of resistance induction.

The new ruthenium(II) complex 6 was comparable to
CDDP in terms of specificity for human melanoma cells
over non-malignant human dermal fibroblasts with the added
bonus of a lower general toxicity against normal cells. We
also identified DNA as a likely cellular target of 6.
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518A2 melanoma cells were arrested in G2/M phase, a
consequence of DNA damage by complex 6. In contrast to
CDDP, complex 6 did neither induce a major increase of the
sub-G1 cell fraction nor of the activity of effector caspases 3
and 7. Thus, apoptosis and necrosis appear to play no major
role in its mechanism of action.

Like apoptosis and transient growth arrest, cellular senes-
cence is a distinct tumor suppressor mechanism, limiting
the proliferation of cells at different stages of mutagenesis.
Which of these three lines is taken, depends on the cell type,
and on the kind and the level of stress. Several cell types
undergo SIPS when exposed to sub-lethal stress, essentially
DNA damage and/or oxidative stress, to prevent cancerogen-
esis [32]. As senescence is an irreversible process, chemo-
therapy could possibly benefit from substances inducing
SIPS in tumor cells, and studies have already revealed DNA-
damaging agents being able to do so [33, 34]. High rates of
senescent cells were detected after treatment of cells with
doxorubicin, aphidicolin, and CDDP in vitro [35]. Moreo-
ver, it was shown that tumor cell senescence is not only an
in vitro phenomenon as, for example, SA-fgal activity was
found distinctly increased in tumor sections of mamma car-
cinoma patients who had undergone doxorubicin-based neo-
adjuvant chemotherapy in comparison with patients without
the previous chemotherapy [36].
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CDDP

Fig.4 Senescence-associated p-galactosidase staining of 518A2 mel-
anoma cells treated with CDDP, and compounds 5 or 6. Cells were
seeded on glass coverslips, incubated with indicated concentrations
for 72 h at 37 °C, 5% CO,, and 95% humidity, stained with X-Gal-

Our data show that CDDP induced apoptotic cell death
rather than SIPS in 518A2 melanoma cells, whereas senes-
cence-typical SA-pgal activity of 518 A2 melanoma cells
was significantly increased after treatment with complex 6,
without noticeable apoptosis. 518 A2 melanoma cells treated
with complex 6 showed a typical senescent morphology.
Even the tremendous increase of intracellular ROS levels
in 518A2 melanoma cells treated with 6 can, at least partly,
be ascribed to the induction of senescence, as earlier stud-
ies had shown that senescent cells produce high levels of
downstream ROS such as H,0, [37].

Various studies pointed out that therapy-induced senes-
cence (TIS) might be a potential alternative to conven-
tional chemotherapy which aims at eliminating trans-
formed cancer cells via apoptosis or necrosis [38, 39].
TIS seeks to induce tumor cell stasis rather than tumor
cell death, and so probably constitutes a more promising
approach for the long-term management of some cancers
when compared to side effect associated therapies with
cytotoxic agents. TIS should also be applicable to tumors
resistant to apoptotic stimuli [38]. Schmitt et al. postulated
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25 uM

staining solution (pH 6) for 16 h and embedded in Mowiol 4-88-
based mounting medium. Images are representative of four independ-
ent experiments

an improved prognosis and treatment outcome for mice
bearing tumors amenable to drug-induced senescence, in
comparison with mice bearing tumors with defects retard-
ing the onset of senescence [40]. Results from animal stud-
ies also indicated that the cellular senescence program
in vivo can activate the immune system, leading to the
clearance of malignant cells [41]. Te Poele et al. showed
that the neoadjuvant application of DNA-damaging agents
could induce senescence in human mamma tumors in vivo
and that this induction is an important prognostic factor
[34]. The effectiveness and gentleness of cytostatic thera-
pies in comparison with the cytotoxic approach were also
demonstrated in clinical studies [42, 43].

However, there are also observations, indicating that
senescent tumor cells contribute to tumor progression
under certain conditions. Although growth-arrested, senes-
cent cells of the so-called senescence-associated secretory
phenotype (SASP) [44] can express secretory proteins such
as cytokines, chemokines, growth factors, and matrix-
remodeling associated proteases which may affect the
tumor micro-environment in an autocrine and/or paracrine
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manner. Secreted matrix-remodeling factors (e.g., MMPs)
are thought to enhance tumor angiogenesis and metastasis
[45]. Pro-inflammatory cytokines secreted by senescent cells
are thought to boost tumor cell proliferation in a paracrine
way, whereas these pro-inflammatory messengers activate
the immune response leading to a recruitment of immune
cells to the tumor tissue [46]. SASP also leads to autocrine
effects which may contribute to the maintenance of the
senescence growth arrest [44]. The nature of cellular effects
of SASP is pleiotropic and seems to be cell-type dependent
[44]. The SASP of senescent melanoma cells is still largely
unexplored.

Recent studies demonstrated that specific melanoma cells
retain the ability to senesce in response to certain stimuli and
that most melanoma cells are highly resistant to cytotoxic,
apoptosis-inducing chemotherapy [47]. Interestingly, most
melanoma cells have a powerful pro-senescence signaling
via activation of BRAF or NRAS [48]. Other studies proved
that senescence represents a protective physiological pro-
cess in human naevi, benign tumors of melanocytes. In vivo
senescence markers (e.g., SA-Pgal) were found to be present
at a high degree in naevi, whereas these markers were absent
in dysplastic naevi or early melanoma [49, 50]. There is also
evidence that clinically established drugs for the treatment of
metastatic melanoma induce senescence, such as, for exam-
ple, the DNA-alkylating agent temozolomide (TMZ), a first-
line drug for the chemotherapy of metastatic melanoma [51].

One explanation for the greater cancer cell selectivity of
complex 6 when compared to its ligand 5 might lie in its gen-
erally higher and cancer cell-specific cellular uptake. Moreo-
ver, our cyclic voltammetry and cell-cycle studies suggest
that the unspecific cytotoxicity of ligand 5 may result from
its higher reactivity and instability causing unspecific dam-
age to biomolecules. The ruthenium fragment appears to sta-
bilize the naphthoquinone system in terms of redox cycling
and ROS production to the effect of an altogether different
cellular mechanism of action.
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Biological assays

Electrophoretic mobility shift assay (EMSA)

Circular pBR322 plasmid DNA (0.5 pg mL™; Thermo Scientific) was incubated with different
concentrations (0, 25, 50, 75, 100 uM) of the test compounds or cisplatin in TE-buffer (10 mM Tris-
HCIl, 1 mM EDTA, pH 8.5) for 24 h at 37 °C. Afterwards the DNA samples were subjected to
electrophoresis using 1 % agarose gel in 0.5x TBE-buffer (89 mM Tris, 89 mM boric acid, 25 mM
EDTA, 