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SUMMARY

Summary

Cancer continues to be at the center of the health problems oémturyc In addition to the health
burden for those affected, the burden on the health care system and the social system also represents an
enormous societal problem. In the field of @othaur agents, enormous progress has been made in the
last decade, nike possible by intensive medical and molecblalogy researchin the context of the

rising world population, the demand for cancer drugs is increasing and the number of treagmatait

cases is also rising. In additidhe late detected cancer caseelated to the Cowitl9 pandemic, bring

the current cancer relatededical situatiornio a sharp climaxThese factors highlight the relevance of
research into new therapeutic options, with cost and resource savings also becoming increasingly
central.

In this thesis, new potential chemotherapeutic agents combining structural properties of different
established anticancer drug groups were preclinically evaluated to circumvent exdsistgnces and

to establish new mechanisms of action. Their pleiotropéchanism of action was investigated. In
parallel, threedimensional cell models were used to increase the relevance of preclinical findings. They
improve the resource efficiency of basic research and help talgapelinsight in tumarr associated
effects.

The drug series investigated in this work can be classified broadly into two categories. On the one hand,
hybrid metatbased drugs, on the other hand, chimeric histone deacetylase inhibitors (HDACI).

The series of platinurbased compmds are derived from the successful chemotherapeutic agent
cisplatin, for which alternatives are urgently needed due to numerous severe sidaefféutseasing
number of detected cancer cad®g.combining the platinum complex with anhéterocyclic arbene

(NHC) motif, the stability of the complexes was increased while introducing numerous structural
variation possibilities.

A neutral and a cationicis-[bis(1,3-dibenzylimidazol2-ylidene)CI(L)]platinum(ll) complex showed
potent cytotoxic effect on caer cells, associated with intracellular accumulation in mitochondria. NHC
ligands altered the DNAssociated mechanism of action typiaitisplatin. Introduction of a cationic
character enhanced cellular uptake and eventually induced mitochondrizédnajpoptosis in 518A2
melanoma cells.

The comparison of acis-series with the correspondintransseries of bis(benzimidaz@
ylidene)dichlorido]platinum(ll) complexegverseshe paradigm of onlgis-platinum complexes being
suitable cancer therapewdicTransPt complexes of this series showed strong caspecific
cytotoxicity even in the cisplatiresistant HT29 colon carcinoma cell line. In addition, fluorescence
microscopy demonstrated enrichment ofttla@s-configured complexes outside the rewd, excluding

a cisplatintypical mechanism of action.

The other group of metdlasechybridagents is based on Au as the central atom. A series-dfet|8/-

4-(p-methoxyphenyhs-(3,4,5trimethoxyphenyl)imidazeR-ylidene(L)gold(l) complexes induced
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apoptosis in cancer cells, independent of their p53 functionafitydependence of intracellular
accumulation in different organelles on charge, size and lipophilicity of the ligands could be
demonstrated by confocal microscopy. This concept allows orgapeltgfic intracellular
accumulation of certain bioactive agents through specific ligands, thus enabling a reduction in side
effects.

A series of phosphanefthosylpurine6-thiolato)gold(l) complexes combines metal complexes with
heterocyclicantimetabdtes. Here, thénybrid structure improved cytotoxicity and selectivigwards
cancer cells. In addition, the complexes showed high efficacy against multiistant as well as p53
mutant tumar cells.

The second class of compounds investigated invibik are chimeric HDAG which combine the
structural motifs of the vascular disruptive compound-4£#ith that of the FDAapproved HDAC
inhibitor SAHA. A promising compound with the trivial name broxbam has been investigated for its
potential suitabilityin the treatment of liver carcinomas using corresponding cell lines. Its inhibitory
effect on HDAC 6 is significantly stronger than that of the established drug SAHA. This is accompanied
by reduced migration, amr#ingiogenic effects, and apoptosis induttiddroxbam also induces
significant growth inhibition of hepatoblastoma microtumsoin a 3D tumourmodel.

Further representatives of this substance class were investigated with retiegid &ffect on colon
carcinoma cell lines. The chimeric structure significantly improved ces®lective cytotoxicity. In
connection with this, a reduction in expression of the casecific apoptosis inhibitor survivin was
demonstrated.

Finally, thetherapeutic potential of this class of compounds was investigated using 3D cell culture
assays to obtain a better assessment of the effect of the compounds in multicellulaaggamblies

and thus to make a more precise statement regarding theirlgyitebanticancer drugs. First, the effect

of the two chimeric HDACi compoundgsoxbam andtroxham on multicellular tume spheroids
(MCTS) was investigated. In contrast to 2D cell cultures, 3D models consider the influence wf tumo
microenvironment, gidients of nutrients, oxygen, and drogncentrationAlso, in the3D mode] the
chimeric compounds convinced by significant growth inhibition and caspase 9 mediated apoptosis
induction. Using a bioreactor system, an animal model was mimicked to studyntbar tgrowth
inhibitory effect in larger tumars, and an impressive effect was also documented. A derivative of the
chimeric structure series also showed great potential in 3Duusgstems, far surpassing its structural

relatives in terms of selectivity.




ZUSAMMENFASSUNG

Zusammenfassung

Krebs steht nach wie vor im Zentrum der gesundheitlichen Probleme unseres Jahrhivebensier
gesundheitlichen Belastung fiir Betroffene, stellt die Belastung des Gesundiieitauch des
Sozialsystems auch ein enormes gesellschaftliches ProblemindaBereich der antitumoralen
Wirkstoffe konnte in der letzten Dekade ein enormer Fortschritt verzeichnet werden, welcher durch
intensive medizinische und molekularbiologische Forschung errhbglirde Im Zusammenhang mit

der wachsenden Weltbevdlkerung, steigt die Nachfrage nach Krebsmedikamenten und die Anzahl an
Therapieresistenten Fallen nimmt zu. Zusatzlich steigt die Zaldpg erkannten Krebserkrankungen

in Zusammenhang mit deCovid-19 Pandemie. Diese Faktoren spitzen die aktuelle Lage zu. Das
verdeutlicht die Relevanz der Forschung an neuen Therapiemdglichkeiten, wobei auch dieuddsten
Ressourceneinsparung immer zentraler wird.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden neue potergieChemotherapeutika, welche strukturelle
Eigenschaften verschiedener etablierter krebshemmender Wirkstoffgruppen vereinen, praklinisch
evaluiert, um bestehende Resistenzen zu umgehen und neue Wirkmechanismen zu etablieren. Deren
hybrider Wirkmechanismus wde untersucht, wobei parallel unter Einbezug dreidimensionaler
Zellmodelle die Relevanz der gewonnenen praklinischen Erkenntnisse erhéht werdemrsoltie
Grundlagenforschung ressourcenschonender zu gestalten und um tiefere Einblicke in tumorassoziier
Effekte zu erméglichen.

Die Wirkstoffserien, welche im Rahmen dieser Arbeit untersucht wurden, lassen sich grob in zwei
Klassen einteilen. Zum einen hybride Metadisierte Wirkstoffe, zum anderen chimére
Histondeacetylaseinhibitoren (HDACI).

Die Seren Platinbasierter Substanzen, sind abgeleitet vom erfolgreichen Chemotherapeutikum
Cisplatin, fur welches durch zahlreiche schwere Nebenwirkungeh zunehmende Anzahl neu
diagnostizierter Krebserkrankungen dringend Alternativen benétigt webdech de Kombination des
PlatinKomplexes mit einem Hheterocyclischen Carben (NHC) Motiv wurde die Stabilitat der
Komplexe erhdht und gleichzeitig zahlreiche strukturelle Variationsmaglichkeiten eingebracht.

Ein neutraler und ein kationischeis-[Bis(1,3dibenz/limidazol2-yliden)CI(L)]platin(ll)-Komplex,
zeigten starke zytotoxische Wirkung auf Krebszellen, assoziiert mit intrazellularer Anreicherung in den
Mitochondrien. Durch die NH€iganden wurde der furCisplatin typische DNA assoziiert
Wirkmechanismus verdlert. Durch Einfihrung eines kationischen Charakters wurde die zellulare
Aufnahme verbessert und schlief3lich mitochondrial induzierte Apoptose in 518A2 Melanomzellen
ausgeldst.

Der Vergleich einercis-Serie mit der entsprechendeinans-Serie von Bs(benazmidazol2-
yliden)dichloridoplatin(ll) -Komplexen, bricht mit dem Paradigma dass wis-PlatinKomplexe
geeignete Krebstherapeutika sei@nansPtKomplexe dieser Serie zeigten starke krebsspezifische

Zytotoxizitat auch bei der Cisplatin resistenten-2BlrKolonkarzinom Zelllinie. Zudem konnte mittels




ZUSAMMENFASSUNG

Fluoreszenzmikroskopie eine Anreicherungtdams-konfigurierten Komplexe auf3erhalb des Zellkerns
nachgewiesen werden, was einen Cisplafpischen Wirkmechanismus ausschlieft.

Die andere Gruppe Metatlagerter hybrider Wirkstoffe basiert auf Au als Zentralatom. Eine Serie von
1,3-Diethyl-4-(p-methoxyphenybs-(3,4,5trimethoxyphenyl)imidazeR-yliden(L)gold(l)-Komplexen
induzierte zum einen Apoptose in Krebszellen, unabhéngig von deren p53 Funktichatit@nderen

konnte mittels konfokalmikroskopischer Untersuchungen eine Abhangigkeit der intrazellularen
Anreicherung in verschiedene Organelle von Ladung, Grof3e und Lipophilie der Liganden nachgewiesen
werden. Dieses Konzept erméglicht durch bestimmtewhdign die organellspezifische intrazellulare
Anreicherung bestimmter bioaktiver Wirkstoffe und somit eine Verringerung der Nebenwirkungen.

Eine Serie von Rosphan(@ibosylpurin6-thiolato)gold(lYKomplexen vereint MetalKomplexe mit
heterocyclischen Antimetaboliten. Hier konnten durch die hybride Struktur Zytotoxizitat und
Selektivitdt gegentiber Krebszellen verbessert werden. Zudem zeigten die Komplexe hohe Wirksamkeit
sowohl gegen multiresistenals auch p53 mutante Tumorzellen.

Die zweite Klasse, der im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Substanzen, bilden chiméare HDACI,
welche die Strukturmotive der vaskular disruptiven VerbindungdGnait dem des FDA zugelassenen
HDACIi SAHA verbinden. Eine élversprechende Substanz mit dem Trivialnamen Broxbam wurde
hinsichtlich ihrer potenziellen Eignung zur Behandlung von Leberkarzinomen an entsprechenden
Zelllinien untersucht. Ihre inhibierende Wirkung auf HDAC 6 ist dabei signifikant starker als die des
etablierten Wirkstoffs SAHA. Damit einher gehen verringerte Migration-amgiogene Effekte und
Induktion von Apoptose. Auch im 3D Modell induziert Broxbam eine signifikante Wachstumsinhibition
von Hepatoblastorviikrotumoren.

Weitere Vertreter dieser Subazklasse wurden hinsichtlich ihrer Wirkung auf Kolonkarzinom
Zelllinien untersucht. Durch die chimére Struktur konnte die krebsselektive Zytotoxizitat deutlich
verbessert werden. Im Zusammenhang damit konnte eine Verringerung der Expression des Krebs
speifischen Apoptosénhibitors Survivin nachgewiesen werden.

Das therapeutische Potenzial dieser Verbindungsklasse wurde schlief3lich mittels 3D Zellkulturassays
untersucht, um die Wirkung der Substanzen im 3D Zellverbund besser abschéatzen, und somit eine
prazisere Aussage beziiglich ihrer Eignung als Krebsmedikamente treffen zu kénnen. Zun&chst wurde
die Wirkung der chimaren HDACi Substanzen Troxbam und Troxhammadticellular tumour
spheroids(MCTS) untersucht. Im Gegensatz zu 2D Zellkulturen, berlckgmmtBD Modelle den
Einfluss der Tumormikroumgebung, Gradienten von Nahrstoffen, Sauerstoff und Wirkstoff. Auch im
3D Modell tiberzeugten die hybriden Substanzen durch signifikante Wachstumsinhibition und Caspase
9 vermittelte Apoptoseinduktion. Mittels Biaiktorsystem wurde ein Tiermodell naermpfunden, um

die wachstumsinhibierende Wirkung in grof3eren Tumoren untersuchen zu kénnen, wobei ebenfalls ein
eindricklicher Effekt dokumentiert werden konnte. Ein Derivat zeigte auch im 3D Tsystemen

grolRes Potezial, welches die Selektivitéat seiner Strukturverwandten bei weitem Ubertrifft.




1 EINLEITUNG

1 Einleitung

1.1 Krebs als gesundheitliches und gesellschaftliches Problem

Im Jahr 2022 zahlen Krebserkrankungenden fiihrenden Todesursachen weltielieben jahrlich

etwa 10 Millionen registrierten Todesféllen in Folge einer Krebserkrankwergen weltweit auch etwa

20 Millionen Neuerkrankungen gemeldfef! Statistisch erkrardnjeder zweite Mann und jede dritte

Frau im Laufe ihres Lebens mindestens einmal an KEibshaufigsten Formen von Neuerkrankungen

sind dabei Krebserkrankungen der weiblichen Brust, der Lunge, des Darms und der méannlichen
Prostatd™ 2 Aufgrund der global steigenden Bevolkerungszahlen, aber auch der verbesserten
Friherkennungsmethodesird eine Erhéhung der Neuerkrankungeri 28.4 Millionen neue Falle bis
2040prognostiziert: 2

Krebserkrankungen stellen neben ihrer gesundttesth Belastung fir Betroffenauch durch die
Belastung des Gesundheitsnd des Sozialsystemein enormes gesellschaftliches Problem Oae.
finanzielle Belastung stellt eineiteresProblem im Zusammenhang mit Krebserkrankunger®dar
Neben den reinemateriellen Behandlungskosten, stehen unter anderem Kosten fiir psychologische
Therapien, Arbeitsunfahigkeit, Kinderbetreuung und RehamafRnahmen in direktem Zusammenhang mit
einer Krebsdiagnogé

Zu den Problemen der steigenden Zahlen und der steigemmmeiéllen Last kommen noch
krebsspezifischResistenzproblemevelche die Lage weiter zuspitzé&in weiterer Faktonvelcher die
medizinische Lage der letzten Jahre maRgeblich beeinflusistiaé Covid19 Pandemi&! Zum einen

fihrte die parallele Erkrankung von Krebspatienten mit Covid in einem Drittel der Falle zu einer
drastischenVerschlechterung der Uberlebensprogndgem anderen kam ein Faktor zuifragen

dessen Auswirkungen bis hewgignifikant sind* Infolge der zaleichen Einschrankungen im Zuge

der Pandemie, versagte das Krebsfriherkennungssystem in zahlreichen Fallen und verzégerte
Therapien, was zu einem weiteren Anstieg an spat erkannten Krebserkrankungen und geringeren
Uberlebensraten fiikef!

Diese Faktoremerdeutlichen die Relevanz der Forschung an neuen Therapiemdglichkeiten, wobei auch

die Kosten und Ressourceneinsparung immer zentraler wird.

1.2 Rolle der Krebsmedikamenteim Wandel der Zeit

Nach wie vor stellt der Einsatz von Medikamenten neben apendEingriffen undler Strahlentherapie

einen Pfeiler der Krebsbehandlung dar. Wahrend im frihen 20. Jahrhundert noch das Paradigma galt, je
mehr Masse entfernt wird, desto héher stehen die Heilungschancen, sind inzwischen minimalinvasive

Eingriffe und Kanbinationstherapien medizinisch aktuglim Zuge der Kombinationstherapie lasst

sich zwischen neoadjuvanter und adjuvanter Therapie unterscheiden. Die neoadjuvanten Therapie
bezeichnet eine niclaperativeBehandlungur Reduktion der Tumormasse im \M&d eines operativen

Eingriffs zur Entfernung des Tumors
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Meist findet diese Methode Anwendung, wenn ein Tumor nicht oder schwierig operdb&8estier
adjuvanten Therapie folgt auf die operative Tumorentfernung eine Therapie, welche die im Korper
verbleibenden Krebszellen eliminieren S8l

Krebsmedikamente werden haufig unter deegriff Chemotherapeutika zusammengefadas einer
chemischenbzw. biochemischen Perspektive, kdnnen nahezu alle Medikamente, welche bei der
Behandlung von Krebs eingesetzt werdals Chemotherapeutika klassifiziert werden, einschlief3lich
Immuntherapien und Hormontherapi&nm Folgenden sollen jedoch vornehmlich réemolekulare
Medikamente, auch umgangssprachlich als Chemotherapeutika bezeichnet, naher behandelt werden.
Die chemotherapeutische Behandlung von Krebserkrankungen wie wir sie heute kennen, hat ihren
Ursprung in der Mitte des 20. Jahrhundé&HSeitdemsind einige Fortschrittévgl. Abb. 1)gelungen

Aber auch die Grenzen der klassischen Chemotherapie werden zunehmend verstanden und es wird an

neuen Ansétzegearbeitetum diese zu umgehen.

Abbildung 1. Meilensteine der letzten 100 Jahre in der Erttivicg von Krebsmedikamenten. Eigene Abbildung,

modifiziert nach 111

1.2.1 Empirische Ansétze und ihre Substanzklassen

Der Begriff Chemotherapie wie er heute im Sprachgebrauch verwendetwirde zu Beginn des 20.
Jahrhunderts gepragt und bezeichnet die Verwendung von Chemikalien zur Behandlung von
Krankheiterd'® Mitte des 20. dhrhundertdegann die klinische Anwendung v@memotherapiebei

der Behandlung von Krebserkrankungddie erste Chemotherapeutika aus dieser Zeit basierten auf
empirischen Entdeckungen und deren ratianaldinisch orientierte Weiterentwicklung zu
Krebsmedikamente Zwei der popularsten Beispiele dieser Ara sind Folsaureantagonisten unélLoste

Zudemwurde im gleichen Zeitraum die antitumorale Wirkung einiger Antibiotika entdfé€ckt
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1211 Alkylanzien

Alkylanzien sind eine der altesten und die meistangewandte Gruppe der Krebsmedikdhiziete
Gruppe der alkylierenden Krebsmedikamente geht aub&ddungen aus den beiden Weltkriegen
zuruck.Es wurde festgestelllasssowohldas Knochenmark, als auch die Lymphknoten von Soldaten
welche Senfgasangriffen ausgesetzt waren deuwttioingert bzw. verkleinemwaren*® Senfgas ist der
Trivialname flrBis(2-chlorethyl)sulfidaus der Gruppe der Loste. Diese hochreaktiven Verbindungen
fuhren zu starken Gewebeschaden durch Hemmung der Zellteilung. Basierend auf diesen
Beobachtungen entwickelte sich in den 1940er Jahren der Ansatz Loste zur Behandlung von
Lymphomen zu verwenden.

In der Onkologie bezeichnen Alkylanzien antineoplastische Substanzen, welche verschiedene
Biomolekiile wie Nukleinsauren, Nukitide, Proteine und Aminosauren irreversibel alkyliétéier
Wirkmechanismus basiert hauptsachlich def Alkylierung der DNAund kannentweder an einem
Einzelstrang oder durc@uervernetzunbeider DNA Strange ablauféri! Dies fuihrt zu starken Schaden

der DNA, wodurch Replikation oder Transkription und schlieBlich die Zellteilung inhibiert weften
Inzwischen gibt es mehrere Gruppen von Alkylanzfegl. Abb. 2) welche Anwendung in der
Chemoherapie von Krebserkrankuaig finden. Diese lassen sich grob zwei Arten von
Wirkmechanismen zuordnen.

Die erste Art beruht auf der Alkylierung von DNAirch kovalente Bindung nukleophiler Positionen,

dies fuhrt zu Strangbriichen und Vernetzungen und schlieflicd die DNA-Replikaton gestort.

Dieser Art lasst sich die traditionelle Alkylanzien Gruppe der Stickstoét-Derivate zuordnef? 14

Diese reagieren aufgrund ihres Elektronenmangels mit den Nukleophilen der DNA, meist an der N7
Position der GuaniBaser*® 4 Weitere Vertreter dieses Wirkmechanismus siatkylsulfonate
Nitrosoharnstof, Aziridine und Methyltriazenoimidazetarboxamid (MTIC) basierte Sub
stanzer'® 1%

Die zweite Art der Alkylanzien3ist die Gruppe der Platinverbindungdé®eren Wirkmechanismus
unterscheidesich insofern von den Lo®erivaten,dass sieaufgrund ihrer Elektrophili@n die N7
Position der Guanin bzw. AdeninBasen koordiniered®¥ Sie fiihren hauptsachlich zu

Quervernetzungerwischen den beiden DNA Einzelstrangemd stéren somit die DNA Replikation.
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Abbildung 2. Ubersicht {iber die Hauptgruppen der Alkylanzien und ihrer Hauptangriffspunkte an der DNA.
Eigene Abbildung, modifiziert nadk" 16,

1.2.12 Antimetaboliten

Die zuerst entdeckiklasse an Antimetaboliten bildeten die Antifolaesewurden in den 1950er
Jahren entwickelt”) Basieend auf der klinischen Beobachtungines scheinbarbeschleunigten
Krankheitsverlaufs akuter Leukdmiepatienten nach der Gabe von Féalsgjugatenentwickelte sich
der Ansatz der Verwendung véamtagonistemer Folsaureur Behandlung von Leukami& Nachdem
anfangs verwendete Folsdureantagonisten deutlich zu toxisch winkignaen bald wirksame
Chemotherapeutika und basierend aliésem Ansatz zlreiche weitere Antimetabolite ent
wickelt.'”- ¥ Heute bilden Antimetaboliteeine eigene Gruppe der Krebsmedikamgmbel umfassen
neben Folsidurealbga auch Pyrimidin und Purinaaloga'® Antimetaboliten welche als
Krebsmedikamente eingesetzt werden greif@re in Abbildung 3 dargestellt,auf verschiedenen
Ebenen in den DNA und RNA Metabolismus ein.
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Abbildung 3. Ubersicht tiber in Deutschland zugelassene Antimetaboliten und ihre Rolle im DNA/RNA
MetabolismusEigene Abbildung, modifiziert nadk!.

Folsaureanaloga, auch Antifolate genamstdren den Folsaurezyldit”? Durch ihre strukturelle
Ahnlichkeit zur Folsaure inhibieren sie zentrale Enzyme Belsaurezyklus,insbesonderedie
Dihydrofolatreduktasewodurch weiteredownstreamMechanismen wie die Purinsynthese und der
Nukleotidstoffwechsel gestort werdeh 2% Derzeit in Deutschland als Zytostatika zugelassene
Antimetaboliten aus der Gruppe der FolsaureanalogaMettotrexatzur Behandlungerschiedener
Krebserkrankungerund Pemetrexed welches zur Behandlung vdmungenkarzinoran verwendet
wird .[16]

Pyrimidin- und Purinanaloggreifen etwas weitedownstreanin den Nukleotidmetabolismus €f!

Sie werden im Zuge des Nukleotidstoffwechsdts Bausteine fir die Synthese von DNA oder RNA
verwendef?’ 22 Diese falschen Basen storen im weitexerlauf verschiedene Enzyme im Zuge der
DNA Replikation und Transkription, beziehungsweise bei der RNA Translation, was zu versehieden
Zellschaden fuhrg? Bereits geringe strukturelle Anderungen der Antimetiggmohaben einen groRen
Effekt aufihre Wirkung, was das Potenzial dieser Substanzklasse herv&hé&be in Deutschland
aktuell zugelassenen Pyrimidinanaloga sind Fluoruragcitabin Trifluridin, Azacitidin und
Capecitabid*® Zu den zugelassendturinanaloga zahlen Fludarab@®lofarabin Mercaptopurinund
Cladribin!®!
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1.2.13 Zytotoxische Antibiotika

Die Entdeckung der zytotoxischen Wirkung von Antibiotika geht ebenfalls auf die Zeit des zweiten
Weltkriegs zurtick. Im Rahmen eines grof3 angelegten Antibiotika Screenings zur Bekdmpfung von
Waundinfektionen wurden ersantitumorale Wirkungen bestimmter \bémndungen beobachté®! Das
Antibiotikum Actinomycin D stammt aus dieser Zeit umild bis heute vorrangig zur Behandlung von
Tumoren bei Kindern angewaritft 2°!

Der Wirkmechanismus deaytotoxisch@ Antibiotika setzt ebenfalls auf Ebene der DNA &urch
Interkalieren und Alkylieren der DNA, wird der Transkriptionsprozess behindert, was in der Stérung
der RNA Synthese resultigtf: %1

1.2.1.4 Spindelgifte

Der Ansatz der Anwendung von Spindelgiften als Zytostatika ist etwas jungdatied in den 1960er
und 1970er Jahrenit der Entdeckung vonaxolund der VincaAlkaloide Vincristin und Vinblastirt?4
Taxol wurdeim Rahmen eines gradhgelegterPflanzenscreeninggesNational Cancer Institute (NCI)
aus der Rindader pazifischen Eib axus brevifoliaextrahiert und aufgrund seiner cytotoxischen
Wirkung fur die Entwicklung neuer Medikamente verwertfetDer ebenfalls bekanatName
Paclitaxel bezeichnet ein Taxol Generikum, welches um die Jahrtausendwende auf den M&ftkt kam
Vincristin und Vinblastin sind ebenfalls pflanzlichen Ursprur@jesestammen aus dem rosafarbenen
Immergriincatharanthus roseu$® Sie finden Anwendng in der chemotherapeutischBahandlung
zahlreicher KrebsartenDazu zahlen unter anderem Lymphome und BrustkfgbEin weiteres
bekanntes Spindelgift pflanzlicher Herkunftelches Anwendung in der Krebstherapie findet ist
CombretastatirA-4, ein cis-Stilben welcheseinen Ursprung auser siidafrikanischen Langfadenart
combretum caffrurhat®

Die Spindelgifte lassen sich auf Basis ihres Wirkmechanismus in zwei Klassen eijvgiléxbb. 4)
Zumeinenin die Klasse der Mikrotubuldestabilisierenden Agenzigzu der Vincristin, Vinblastin und
CombretastatinA-4 zahlen?” 28 Vinflunin und Vinorelbin sind strukturelle Verwandte der Vinca
Alkaloide Vinblastin und Vincrisitn welche fur die Behandlung votJrothelzellkarzinomen,
Bronchialkarzinomen und MammakarzinoménPeutschland zugelassen siftizum Andererin die
Klasse der Mikrotubulstabilisierenden Agenzien zu denen Taxol zZ8RIDaraus abgeleitet sind die
zugelassenen Krebsmedikamente PaclitgXakol) und Docetaxel® Eine dhnliche Wirkung wie
Taxol induziert das Makrolid Epothilon, welches bakteriellen Ursprungs (&&trangium

cellulosun).?®: 20
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Abbildung 4. Ubersicht (iber den Einfluss Mikrotubigtabilisierender unelestabilisierendeAgenzien auf das

Gleichgewicht zwischen polymerisierten Tubulin und depolymerisierten Tubulin Monongggene Abbildung,
modifiziert nach®0,

Durch die Stérung der Polymerisation bzw. Depolymerisation derdWikuli, verschiebt sich das
Gleichgewicht, welches normalerweise zwischen polymerisierten Tubutid depolymerisierten
Tubulin-Monomeren bestelit 32 Eine direkte Folge dessen ist die Storung des Zellzyklus, welcher in
Krebszellen besonders aktivigst.*®! Zudem sinddie Migrationsfahigkeit der Zellen und die Bildung
von BlutgefaRen betroffeff! Direkt assoziiert mit dem Wachstum von Tumoistrdie Anregung des
Wachstums neuer Blutgefal3e, um die entstehende Tumormasse mit Nahrstoffen undfSauers
versorger™ Es ist bekannt, dagslikrotubuli eine zentrale Rolle bei der Angiogenese spifen
Mikrotubuli destabilisierende Agenzien wirken der Regelvaskular disruptiv und antingiogen

zugleich, wahrend Mikrotubusitabilisierende Agenzierumeistanti-angiogen wirker?*!

1.2.2 Zielgerichetetd herapie und ihre Substanzklassen

Die Chemotherapjavelche auf der Vernichtung von Krebszellen mittels toxischer Substanzen, beruht
war lange Zeit der einzige Weg zur Betlamg von Krebserkrankungen. Der grof3te Nachteil dieser
Chemotherapie ist, dass die verwendeten toxischen Substanzen nicht zwischen Krebszellen und
gesunden Zellen unterscheiden, was zu starken Nebenwirkungeff*fiiHier setzt die Idee der

zielgerichtéen targeted Krebstherapie an. Um eine zielgerichtete, sogendargetedKrebstherapie

11
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zu ermdoglichen, ist es zunéchst von grundlegender Bedeutung die Charakteristika von Krebszellen zu

kennen, welche diese von gesunden Zellen unterscheiden; die rmagaiallmarks of cancer
1.2.2.1 Hallmarks of cancer

Um Diagnose und Therapiemdglichkeiten zu optimieren ist es essenziell die Charakteristika, welche
eine Krebserkrankung ausmachen, zu kennen und fur deren Bekampfung auszunutzen. In diesem
Zusammenhang bahnbrechend war die VeroffentlichdagaHANS und WEINBERGS Hallmarks of
Cancerim Jahr 200(°¢ Diese fassen Krebs als eine Krankheit zusammen, welche auf komplexer,
dynamischer Transformation des Genoms urspriinglich gesunder Zellen basiert. Diese Veranderungen
lassen sich sechs Ubergreifenden Merkmalendnem; Signalinabh&ngige Wachstumsstimulation,
Resistenz gegeniber wachstumsinhibierenden Signalen, Umgehung von Apoptose, unbegrenzte
Teilungsfahigkeit, Stimulation von Angiogenese, Invasion in umliegendes Gewebe mit der F&higkeit zu
Metastasieren. 201&rweiterten HANAHAN und WEINBERG die Hallmarks of Cancermit ihrer
VerdffentlichungHallmarks of Cancer: The Next Generatiéth Diese erweitern die bisherigen sechs
Merkmale um vier weitere biologische Charakteristika; Reprogrammierung des Metabolismus,
Umgehung der Immunantwort, genetische Instabilitat und tumorfordernde Entz{if{t2021 wurden

die Hallmarksschlief3lich um einige Dimensionen erweitert, womit sich die VeroffentlicHatignarks

of Cancer: New Dimensiorsefasst®

Das Konzept deHallmarks of canceist ein zentraler Leitfaden, an welchem sifib Forschung und
Entwicklung von Diagnose und Behandlungsmdoglichkeiten orientieren. Um einen bosartigen,
invasiven Status zu entwickeln, missen potenzielle KrebszealldreicheModifikationendurchlaufen,

um die sogenannteHallmarks zu erreichen(vgl. Abb. 5)E%38 Dies verdeutlicen die komplexen
molekularerMechanismenglie eing Krebserkrankung zugrunde lieg Zudem kdnnen nur Zellen mit

einer erhdhten Entwicklungsrate, wie beispielsweise Stammzellen, die komplexen
molekularbiologischen Veranderungen aufrechterhalten und zu Fortschritt und Metastasierung der
Krankheit beitragen. Dazu zahlen auch zZ&dll Interaktionen und Interaktionen mit der
Mikroumgebung der Krebszellen, welche eingebettet sind in Entzinduhgsnunreaktions und
Stoffwechselweg&® Die vielseitigen charakteristischen Veranderungen der Krebszellen, welche sie

von gesunden Zellen unterscheiden, bieten zahlreiche selektive Angriffsgir die Krebstherapie.

12
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Abbildung 5. Ubersichtsdarstellunder Hallmarks of Cancetblau) sowie dereiext Generatiorfrot) undNew

Dimensionggelb), eigene Abbildung, modifiziert na&h=8l,

Aus den Charakteristikeach denen sich Zellen dsebszellen klassifizieren lassen, ist es auch moglich
Angriffspunkte flr die gezielte Bekdmpfung dieser entarteten Zellen abzuleiten. Die sogenannte
zielgerichtete targeted Krebstherapie befasst sich spezifisch mit biologischen Makromolekiilen,
welche inWachstum, Zellteilung und Metastasierung von Krebszétlealviert sind Grundsatzlich

lasst sich die zielgerichtete Therapie nach zwei Anséatzen eintdikemherapie mit monoklonalen

Antikérpern und die Therapie mit niedermolekulahehibitoren
1.222 Monoklonale Antikdrperund Antikdrperkonstrukte

Waéhrend das Prinzip der Antikdrper schon seit Ende des 19. Jahrhunderts bekannt ist, hat schlief3lich
erst der wissenschaftliche Fortschritt des neuen Jahrtausends Antikorper als Therapiewerkzeuge
zugangich gemacht®® 41 Bei therapeutischen Antikérpern handelt es sich typischerweise um
monoklonale Antikérper (mAbs) des-Immunoglobulin (IgG) Isotyp&Y Erste Methoden zur
Produktion von mAbsfur die therapeutische Anwendung wurden Mitte der 1970er Jahre ent
wickelt.*? 43 Ein zentrales Problem der friihen mAbs Entwicklung war die starke Immunabwehr der
Patienten, da die ersten therapeutischen mAbs murinen Ursprungs waren. Als schliellichpiaten

1980er Jahren eine Methode zur Humanisierung der mAbs entwickelt wurde und schlief3lich im Laufe
der 1990er Jahre der Zugang zu humanen mAbs gelang, wurde die Anwendung humaner mAbs ein

zentraler Bestandteil détedizin.*4!
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Ein Prinzip der Anwadung von mAbs bei der Krebstherapie beruht auf Antikdrpern, welche sich
spezifisch gegen ein bestimmtBsotein oder Polyglycanichten, welches charakteristisch auf der
Oberflache von Krebszellen exprimiert wilies fuhrt dazu, dass die betreffenderikirper selektiv

an Krebszellen binden. Dieser therapeutische Ansatz ist besonders ativaktives gelingtdass im

Zuge der Bindung eindownstreantSignalkaskade der Krebszelle gestort wird oder der ewieine
toxisch wirkende Substanz gebunder*ft

Ein weiterer, jungereAnsatz der Krebstherapie mittels mAbs ist die sogenannte Immunotherapie, bei
welchernicht die Krebszellen direkt angegriffen werden, sondern das Immunsystem stimuliert wird
diese zu erkennen und zu bekampférKrebszellen sid in der Lage die naturliche Immunabwehr des
Korpers mittels verschiedener Resistenzmechanismen zu unitfélirch den Einsatz spezieller
mADs ist es mdglich das Immunsysteon stimulieren, sodass es die Krebszellen erkennt und gezielt
angreift4’]

MADbs werden erfolgreich in der Therapie zahlreicher Krebsarten eingesetzt, unter anderem fir die
Behandlung des Hodgkin Lymphons sowie von Kolorektalkarzinomen, Mammakarzinomen,
fortgeschrittenem Melanom, Leukamie und einigen rféhbDie Zahl der fir die Kebstherapie
zugelassenen mADbs steigt seit der Jahrtausendwende kontinuieffi8iDamAbs-basierte Therapie

ist neben Operationen, Bestrahlung und Chemotherapie mit Zytostatikéschen eine der zentralen
Komponenten der Krebstherajié

1.2.2.3 Niedermolekulare Inhibitoren

Neben Makromolekilen wie den mAlspielt die Verwendungniedermolekulane Inhibitoren eine
zentrale Rolle in delargetedkrebstherapié®® Diese decken eine groRe Bandbreitéamgetsab, nach

denen sie sich klassifizieréssser®®!
1.2.2.3.1 Tyrosin und Serin/ThreonikKinaseinhibitoren

Als Kinasen auch Proteinkinasenvird eine Klasse von Enzymen bezeichnet, welche die reversible
Phosphorylierung von Proteinen katalysieren. Sie sind somit in zahlreichen zellularen
Signaltransduktionswegen als Schliisselenzyme inval{iesie spielen in zahlreichen Signalkaskaden
eine SchlUsselrolle fur die Weiterleitung und Verarbeitung von Signalen. Die Kueasgttelte
Phosphorylierung von Zielproteinen ist ein streng regulierter Prozess, bei dem jegliche Stérung zu einer
Erkrankung des gesamten Organisrilsenkann. Fehlregukionen von Kinasen sind an zahlreichen
Prozessen der Karzinogenese beteflfjbiese Erkenntnis hat zuemen zum besseren Verstandnis der
Karzinogenese beigetragen und zamderen die Entwicklung déargeted cancer therapguf diesem

Feld ermdglichi*®! Aufgrund der Vielzahl an beteiligten Kinasen, ist die Varianz an mittlerweile
entwickelten Inhibitorklassen groBie gro3te Gruppe der niedermolekularen Kinaseinhibitoren bilden
Tyrosin (TKIs) und Serin/ThreoniiKinaseinhibitorenSTKis). Diese Bezeichnung der Kinasen geht

auf die Aminosauren der Proteine zuriick, welche von den jeweiligen Kinasen phosphoryliert werden.
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Da die Mehrzahl der Serinkinasen auch Threonin phosphorylieren und umgekehrt, werden beide als
Serin/ThreonirKinasen und i@ entsprechenden Inhibitoren als Serin/Thredtimaseinhibitoren
zusammengefaskt 4%

Viele Krebsmedikamente zielen auf extrazellulare RezdptarsinkinasefRTKs) ab, weil durch ihre
aberrante Aktivierung nachgeschaltete Signalwegelche mit zentralen zytoplasmatischen
Serin/ThreonirKinasen (STKspssoziiert sind, gestort werdéfi Bei zahlreichen Krebsarten liegt eine
Uberexpression und somit Uberaktivierung von RTKs vor, da sie die Progression von Krebs
beglinstigerRTKs Ubermiteln extrazellulare Signale ins Zytoplasma und schlief3lich zum Nukleus, was
die Aktivierung weiterer Signalwege induziert. Neben RTKs gibt es auch zytosolische Tyrosinkinasen,
welche durch intrazellulare Signale aktiviert weré&nVenn es gelingt zerate Tyrosinkinasen die in
Krebszellen aktiv sind zu inhibieren, ist es mdglich Apoptose auszulosen. Zwei bedeutende Beispiele
fur krebsassoziierte RTK Familien sind die Familien ejgidermal growtifactor receptor{ EGFRS)

und vascular endothelial growth factor receptors(VEGFRs)“Y Bei 2025% aller
Brustkrebserkrankungen liegt eidMutation deshuman epidermal growth factor recepto(AER2)

vor. Basierend auf dieser Tatsche wurden in den letzten Jahren einige TKIs entwickelt,HidRthe

und andere Rezeptoren der EGFR Familigaatgethaben®® Dieser Ansatz gilt als vielversprechender
Durchbruch in der Therapie von BrustkréSsVEGFR Uberexpression und Uberaktivierung ist eine
Schlisselmutation von Tumorzellen, da sie Angi@gen und somit die Sicherstellung der
Nahrstoffversorgung des wachsenden Tumors indu#erAngiogeneseinhibitoren zeigen groRes
Potenzial in der Krebstherapie, da sie das Nahrstoffversorgungsnetzwerk der Tumore attyreifen

Wie bereits erwahnt, sind STKs weidownstreamangesiedelt und vermitteln zytoplasmatische und
nukleare Effektoren, insbesondere Regulatoren des Zellzyklus und der Aptptasantrale
Regulatoren des Zellzyklus, welche mit der Progression von Krabogziest werden sind die STKs
Aurora 2 und Cyclin dependend Kinasen (CDKR&gitere STK assoziierte Signalwege sind der-Akt
Signalweg, der mTOfSignalweg und der RdRaFMAPK Signalweg, welche essentiell zur

Proliferation von Krebszellen beitragé
1.22.32  Proteasominhibitoren

Proteasominhibitorerzielen auf den Proteinag@mplex ab, welcher hauptverantwortlich fur den
intrazellularen Proteinabbau .lg¥ Dieser Abbauprozess wird albiquitin proteasome pathwdyPP)
bezeichnet und ist in ein weites Spektrum an zellularen Prozessen, wie Zellzyklusregulation, Apoptose,
Transkription, DNA Reparatur, Proteinqualitatskontrolle und Antigenprasentation, inv&Rli&rer

UPP ist essentieller zentraler Bestandtegbsassoziierter Mechanismen wie Karzinogenese und
Metastasierung, da Zellzyklus, Apoptoseregulation und Angiogenese in Krebszellen verstarkt
ablaufer?® Der UPP prozessiert mehr als 80% aller zellularen ProtBimeh die Stérung dsenund

der damit vebundenen zellularen Prozesse, kommtvesangingzum Absterben der Krebszellen.

Wichtige UPP assoziierte onkogene Prozesse diedHerunterregulierung von Zellzyklusind
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Tumorsuppressorproteinen wie p53 und Cyalohangiger Kinasehibitor 1B (p27) oder die
Hochregulierung von onkogenen Proteinen, einschliellich der Aktivierung des Nuklearfakioas
(NF- 9054

1.2.2.33  Histondeacetylaseinhibitoren

Die reversible Acetylierung von Histonen und anderen Proteinen ist eine der haufigsten
posttranslationalen Modifikationen und wird von den antagonistisch agiererttieton
AcetyltransferaseHAT) und Histondeacetylasen (HDAC) gesteuedl. Abb. 6)° Siespielen eine
zentrale Rolle bei der Regulation des Zugriffs von Transkriptionsfaktoren auf die DNA und beeinflussen
somit die Genexpressidt¥! Durch Acetylierung mit HAT wird die positive Ladung der Histon
Lysinreste neutralisiert, was in einer emtsgen Chromatinkonformation und damit besserer
Zuganglichkeit fur die Transkriptionsmaschinerie resultiértim Gegensatz dazu resultiert die
Entfernung der Acetylgruppen durch HDAC zu Chromatinkondensation und zur somit unterdruckter
Gentranskriptio®® Typisch fir Krebszellen ist eine Uberexpression von HDAC und damit verbunden
die Hypoacetylierung der Histone im Vergleich zu gesundem Gel#®ébee erhohte HDAC Aktivitat

und daraus resultierende transkriptionelle Unterdriickung von Genessésttiell fiir die Progression
bestimmter Krebsarten und daher ein geeigneter Angriffspunkt flr die Krebstherapie mittels
niedermolekularer Inhibitore! Durch sogenanntdDAC Inhibitoren (HDAQ) ist es méglich HDAC

zu inhibieren und somit die krebsaziserte transkriptionelle Unterdriickung von Genaufzuheben.

Eine Behandlung miHDACI fihrt zu weitreichenden Effekten in Krebszelletiese reichen von
ZellzyklusarrestiberApoptose Induktion bis hin zu argihgiogenen Effektef’!

Mittlerweile sind nehrere Klassen an HDACI bekannt, dazu zahBarboxylate mit geringem
Molekulargewicht, Hydroxamséauren, Benzamide, Epoxyketone, cyclische Peptide und
Hybridmolekiile®®® Der Wirkmechanismus der meisten von ihnen basiert auf der Bindung &fes Zn
welches esentieller Bestandteil der katalytischen Domane der HDAESiginer der bekanntesten
HDACI mit FDA Zulassung in den USA iSuberoylanilid Hydroxamsauf&AHA, auch Vorinostat)
welche dort unter dem Handelsnamen Zolinza vertrieben&%ifdl SAHA ist ein Abkommling des

Antibiotikums Trichostatin ATSA), welches natrlichen Ursprusigt.®8 59
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Abbildung 6. Schematische Darstellung der antagonistischen Wirkung von HAT und HDAC in Zellen, mit
Angriffsort von HDACI. Eigene Abbildung, maifiziert nach!®e,

1.2.2.34  Weitere Inhibitoren

Matrixmetalloproteasen (MMP) sind Endopeptidasen, welche in den Prozess der Metastasierung
involviert sind, indem sie die extrazellulareatvix (EZM) abbauen. Insbesondere die Gelatinasen
MMP-2 und-9 sind involviert in Migration und Invasion von Krebszellen. Durch ihre Inhibition ist es
moglich den Prozess der Metastasierung zu unterhifftien

Ein weiterer potenzieller Angriffspunkt von niedesekularen Inhibitoren sintieat shock proteins

(HSP), dabei handelt es sich um Chaperone welche zu kerFettang und Transport von Proteinen
beitragen. Von zentralem Interesse ist dabei das HSP90, da es in zahlreiche onkologische Signalwege
involviert ist.*®! Beispielsweise ist ein enger Zusammenhang mit HER2 bekannt.

SchlieBlich kann auch direkt das Auslosen von Apoptose in Krebszellen ein angestrebter Mechanismus
sein, welcher durch niedermolekulare Inhibitoren ausgelost wird. Zentrale Angriffein® hierbei
unteranderendie Wiederherstellung des wildtypischen Zustadés Tumorsupressorproteins g&3

Der Verlust der wildtypischen Funktion des p53 Proteins, welches eine Vielzahl an
Transkriptionsfaktoren koordiniert, welche Tumorentstehung und Progression unterdriicken, ist ein
gemeinsames Merkmal vieler Krebsar&h

Es gibt auch Ansatze, bei denen ailirekte Aktivierungder EffektorCaspase &rfolgt, welcheTeil

der katalytischen Caspa@skade istwodurchApoptose induzig wird.[% 61

Die zahlreichen potenziellen Angriffspunkte von niedermolekularen Inhibitoren verdeutlichen die groR3e

Bandbreitean Ansatzen zur Entwicklung neuer Medikamente, wobei gleichzeitig die enge Vernetzung
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der Signalwege deutlich wird, was die erfolgreiche Einfuhrung neuer zielgerichteter Wirkstoffe vor
grolRe Herausforderungen stellt.

Ein weiterervielversprechendefnsatzist die Hemmung der Thioredoxin Redukta3exR) durch
TrxR Hemmer wie beispielsweise Auranafifl Bisher als Medikament zur Behandlung rheumatoider
Arthritis, wird seine Wirkung gegen Krebs aktuell in klinischen Studien naher untersodRtwird in

den meisten Krebsarten Uberexprimiert und eignet sich daher als Thiengie Durch seinGold
TriethylphosphirMotiv weist der Gold(I}Komplex Auranofin eine hohe Selektivitat gegentber
Schwefel und SelerbindenderProteine auf. Da es sich bd@irxR um Seleonoenzyme handelrkR1
cytoplasmatisch undrxR2 mitochondridl werden diese durch Auranofin inhibiert, was in einer
Storungdes zellularen Redktions und OxidationsSystems und damit verbundenen zytotoxischen
Erhohungintrazellularer reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) resulidentch Auranofin werden zudem
der AktSignalweg, der mTO#ignalweg und einige weitere zellulare Prozesse, welche fir

Proliferation, Apoptose und Angiogenese wichtig sind, inhitfiért

1.2.3 MultimodaleHybridwirkstoffe

Ein Ansatz des Wirkstoffdesigns zur Umgehung entstehender Resistenzen unter Ausnutzung der
therapeutischen Erfolge etablierter Wirkstoffgruppen ist die EntwickhamgHybridwirkstoffen. Der
Bereich hybrider antitumoraler Wirkstoffe gewinnt zunehmend an Relevanz, da es niftder
Wirkstoffe haufig moglich ist pharmakologische Hirden und Resistenzen gegeniiber konventionelle
Krebsmedikamentezu tiberwinderf®! Ein weiterer Vorteil gegeniiber der Vielzahl konventionellen
Krebsmedikamenten ist das Ansprechen mehremgets durch ein Molekil® Verbesserung der
Selektivitat und gleichzeitiddmgehung von Resistenzen flhren iBereich der Entwicklung neuer
hybrider Wirkstoffe zu stetiger Evolution undnaden ihnzu einemessenziellerBestandteil der
Forschung an neuefrebsmedikamentel® 84 Hybridsubstanzen bezeichnen Verbindungen, welche
durch Kombination bekannter Strukturmotivew. Pharmakophorentsteherf®! Eswird auchhaufig

die alternative Bezeichnung chiméare Substanzmvendet.

Ziel ist esdie strukturellen Motive von etablierten Wirkstoffen in einem neuen Molekil zu kombinieren,
sodass entweder beide Wirkungen erhalten bleiben, verbessert wetderin neughoch potergr
Wirkmechanismus entsteht. Dabei solleim Optimalfall, Aktivitat, Selektivitdt und
biopharmazeutische Eigenschaff@bsorption, Distribution, Metabolismus und EliminatikDME))
gegeniliber beideAusgangssustanzen verbessert werd€# Prinzipiell ist es mit diesem Ansatz
moglich, alle Substanzklassen zu chiméarafirkstoffen zu hybridisieren. Die vielféltigen
Kombinationsma@glichkeiten erschweren eine Klassifizierung der resultierenden Hybridstrukturen.
Jedoch erzielt die Verwendung einiger Struktuieobesonders haufigielversprechende Ergebnisse
und damit assoziigtauchemeue hybride Substanzen mit antitumoralen Eigenschaften vermehrt in der
Literatur auf. So basiert eine Vielzahl hybrider antitumoraler Substanzen auf dem GCisjoitain

bezichungsweise anderen Metallé¥ Ein weiteres haufig verwendetes Strukturmotiv ist die
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Hydroxamsaureeinheit, welche im Krebsmedikament Vorinostat wiederzufind@rfistVeitere gern
verwendete Motive sind unter andereisStilbene wie das imfubulinpolymerisationshemmer CA,
Antimetaboliten und Curcumiff!

Um das groRe Potenzial multimodaler hybriGibstanzen ausschopfen zu kénraarf bei deren
Design eine zentla Herausforderung nicht auBer Acht gelassen weiderch die Kopplung zweier
Pharmakophorebesteht die Gefahr, dass das resultierende Molekll gegen die, fir Pharmazeutika
kritischen, Lipinski Regeln versto@hd somit prinzipiell als Arzneistoff ungeeigt ist® Durch ihre

grof3e und komplexe Struktur weisen die chimaren Substanzen zumeist ein hohes Molekulargewicht und
hohe Lipophilie auf, was den meisten Fallen in schlechter Bioverfligbartestiltiert® 8 69 Somit

stellt die Erhaltung der @sserloslichkeit und Bioverfiigbarkeit eine der gréRten Herausforderungen im
Design multimodaler hybrigde Substanzen darGelingt es diese Herausforderung zu meistern,
resultieren vielversprechende Substanzen mit optimierten Eigenschaften, fir derere&rifolder
Literatur bereits zahlreiche Beispiele ¢f§t® 7+ 72

Strukturmotiv 1 Strukturmotiv 2

Abbildung 7. Modell der strukturellen Zusammensetzung nedyridsubstanzenauch als chimare Substanzen
bezeichnetwelche in der Regel strukturell an zwei etablierten Strukturmotiven orientierusithdber einer
sogenannten Linke miteinander verbunden werden. Dadurch sollen multimoddydridwirkstoffe mit

optimierten Eigenschaften entstehEigene Abbildung, modifiert nach®l.
1.231 Hybride Metall-basierteSubstanzen

Seit seiner Erfolgsgeschichte als KrebsmedikamentissDiammindichloroplatin(ll) CDDP) ein
leuchtendes Beispiel fiur die Eignung Metadisierter Wirkstoffe zur Behandlung von
Krebserkrankungel®® Die zunehmende Anzahlneuer Krebsdiagnosenund die starken
Nebenwirkungerverfigbarer Chemotherapeutikafeuern die Suche nach Analoga mit verbesserten

pharmakologischen Eigenschaften. Nach einigen wenigen erfolgreichentRlsitinten Verbindungen
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wie Carbe und Oxaliplatin, wurde die Suche akibmplexeandererUbergangsmetalle ausgeweitet.
Seit der Entdekung der Eignung von {Heterocyclischen Carbenen (NHCays Ligandenstabiler
Metall-Komplexe Ende der 1970er Jahreaahm das pharmakologischelnteresse an dieser
Verbindungsklasse deutlich #8 Es sind einige Beispiele fur RHC-Komplexe bekannt, digegen
CDDP resistente Krebszelllinien aktiv sind. Durch die Strdddombinationaus Platin und NHC ist es
somit moglich Resistenzen zu umgehen und auch andere zelltdégets neben der DNA zu
adressiereR% Auch wurde inzwischen das Paradigma gebeaghklass sich nais-Platin Verbindungen

als Krebsmedikamente eigndbie Anzahl aktivertransPt-Komplexe steigistetig wobei durch die
eingesetzten Liganden verschiedematgetsadressierbar sind”

Gleiches gilt fur die Verwendung andeigentrametalle wie beispielsweise Goldittlerweile sind
Goldverbindungen eine vielversprechende Strukturklasse fiir die Behandlung von Krebs und auch
anderen Erkrankungéfd! Dies lasst sich zurtickfihren auf die Entdeckung der antitumoralen Wirkung
desAntirheumatikums Auranofinbei welchem es sich um einen G#ldordinationskomplex handelt
Dessen zentrales Strukturmotst ein PhosphirAu Motiv, von welchem sich das stabilere NH@

Motiv ableiten lasst® Mittlerweile sind zahlreiche antitumorairkende NHGAu-Komplexe bekannt

Es gibt unter andererainige Beispiele deremtrazellulretargets sich durch Feinjustierung der
Ligandenarsteuern lassef %!

1.2.3.2 Hybride HydroxamsaurebasierteSubstanzen

'"LH I XQNW LR Q Hydroxdmsilrest3Iias Zentrale Strukturmotiweler HDACi und eignet sich
besonders gut zur Einfiihrung in hybriolew. chimareéwirkstoffe.®* 72 Durch die Hybridisierung mit
anderen Strukturmotiven lie3en sich bereits einige vielversprechende Subgiawaenen welche

deutlich potentere HDAC Inhibitoren sind, beziehungsweise die Kapézifische Zytotoxizitat der
etablierten HDACI deutlich Gberbietédl Durch die Verbindung der Zirkindenden Einheit von
HDACIi mit einemweiterenStrukturmotiv Uber ime Linkergruppe, wird iae Vielzahl an méglichen
hybriden Substanzen zugénglich. So ist es mogtittiels eines hybriden Molek{jlsveiteretargets

neben HDAC zu adressier&h "' Das FeldchimarerHDACI ist vergleichsweise neu und bisher relativ
unbekanntAufgrund der steigenden Anzahl vielversprechender Substanzen aus dieser Gruppe, welche
neben der Behandlung von Krebs auch fir die Behandlung anderer Erkrankungen in Betracht gezogen
werden, gewint es jedoch zunehmend an Interd$&s sind bereits einige Seriégbrider HDACi

bekannt bei denennter anderenHybridisierungen mit Kinaseinhibitoren PlatinKomplexenoder

Mikrotubuli-destabilisierenden Agenzien vorgenommen wuoftle

1.3 Rolle der préklinischen Forschung

Bei der Entwicklung neuer Wirkstoffe flr die Behandlung von Krebserkrankungen stehen zunachst
préaklinische Studien im Vordergruntin Zuge des sogenanntsoreeningsverden neue potentielle

Chemotherapeutika mittela vitro Versuchen und Tiermodellen hinsichtlich ihrer Wirksamkeit und
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Spezifizitat untersucht. Die Verwendung von Tiermodellen im gréReren Mal3stab steht aufgrund ihrer
ethischen Problematik seit vielen Jahren in der Kritik und die Gesetzgebungen werden zunehmend
restiktiver. Aufgrund dessen basiert die praklinische Evaluation neuer potentieller Chemotherapeutika

vornehmlich auf der Verwendung vamvitro Methodern!

1.31 2D MonolayerZellkultur

Mit Beginn derForschung arKrebsmedikamenteim Zuge der modernen Medizin Mitte des 20.
Jahrhunderts, entstand auch die Nachfrage se@®ningViodellen fiir neue potenzielle antitumorale
SubstanzerRraklinische Studien potenzieller Krebsmedikamente wurden zunachst anViachelten

aus der Maus durchgefiil® Erste erfolgreiche Versuche der Zellkultivierung von Hiihnerembryos
gelangen bereits in den 1910er JaliferEs dauerte jedoch noch fast ein halbes Jahrhundert bis zur
erfolgreichen Kultur menschlicher ZellEA Dieser Meilenstein gelang in de®30er Jahren mit der
erfolgreichen Kultivierung der HeLa Zelléf! Die Etablierung dauerhaft kultivierbarer menschlicher
Krebszelllinien ermdglichte grofl3e Fortschritte in der Erforschung der zentralen zellbiologischen und
pathophysiologischen Prozesse von Krebszellen. Mit steigender Anzahl erfolgreich kultivierbarer
Krebselllinien etablierten sich schnell kommerzielle Wachstumsfaktoren und Kulturmedien, was dazu
fuhrte, dass gegen Ende des 20. Jahrhundertssatagning potentieller Wirkstoffe an grof3en
Krebszellpanels moglich wiP! Die stabile Kultivierung von Krebskten ermdglichte zahlreiche
Meilensteine der Medizingeschichte wie die Entwicklung der Roligfung sowie mehrerer
Krebsmedikamenté®!

Auch heute noch spielen Zellkulturen eine zentrale Rolle in der Krebsforschiemtienendabeials
wichtige praklinsche Modellsystemaim sowohl mechanistische und therapeutische Informationen
uber Krebserkrankungen als auch neue potenzielle Medikamente zu gelf#nDanam haufigsten
verwendete Art der Zellkultur in der Grundlagemd praklinischen Forschung andfiszellen und
-Medikamenten ist die adharente zweidimensionale (2D) Zellkultur. Hier wachsen die Zellen als
monolayerin speziellen ZellkulturgefaRen und sind dabei adharent an deren PlastiKbddiese Art

der Zellkultur hat zahlreiche Vortejlevie einfache und gleichzeitig kostengiinstige Handhabung, gute
Reproduzierbarkeit und Anwendbarkeit in HochdurchsatzverfaifteAuf Basis dessen wurden
vielfaltige Assays entwickelt, um die Eignunguer Substanzeais potenzielleKrebsmedikamente zu
untersehen und deren zellularen Wirkmechanismus aufzudeckem.1990 gibt evom National
Cancer InsitutéNCI) einscreeningVerfahren zur Untersuchung potenzieller antitumoraler Substanzen,
bei dem 60 humane Krebszelllinien eingesetzt werden. Die verwendeten Zelfingmlie am
haufigsten verwendeten Zelllinien der Krebsforschung und somit global weit verbreitet in Laboren,
welche sich mit Krebs beziehungsweise Wirkstoffforschung beschaftigénNeben Wirkstoff
screenings dienen sie mittlerweile durch die Etablierung moderS8eguenzierungsmethoden und

-omicsAnalysen auch zur Verbesserung des Verstandnisses der Tologidy””!
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Mit zunehmendem Verstandnis der zellbiologischen Hintergrinde von Tumoren werden auch die
Nachteile von 2D Zellkulturen immer deutlichBie Zellen, welche die Grundlage der Untersuchungen
bilden, sind alle uniform und es entstehen somit &kailevanten ZelZell oder ZeklUmgebung
Beziehungen, welche die in einem Tumor herrschenden Bedingungen abbilden vilitrddm die
Monokultur in der 2D Ebene veradndern sich Phanotyp und Differenzierungsgrad der Zellen gegenuber
zum Ursprungsgeweb®& Damit assoziiert sind Veranderungen in Funktion, Organisationsstruktur,
Sekretion und zellularen Signalwedé&hZudem ist es nicht moglich mittels 2D Monolayerkulturen die
Gradienten an NahrsteffSauerstoffund insbesondere Wirkstoffkonzentration diifden, wie sie im

3D Tumorvorherrschen(vgl. Abb. 8)[® Die Rate an Substanzen welchach ihrer erfolgreichen
praklinischen Untersuchung erfolgreich durch Phase | Studien gehynieg 5% Ein Grund daftr

ist die schwierige Ubertragbarkeit von Ergebnissen aug2itro Systemen irin vivo Systemé’
Zusammengefasst bilden 2Pellkulturen die in vivo vorherrschenden Bedingungen von Tumoren
unzureichend ab und daher sollten auch in frigréklinischen Studien und Grundlagenforschung 3D
Zellkulturenerganzend angesmdetwerden(’®

1.32 3D Zellkultur Systeme
Aufgrund der zahlreichen Vortejldie 3D ZellkulturSysteme mit sich bringefvgl. Abb. 8) steigt das

Interesse der Forschendeminen zunehmend. Durch die jungsten Fortschritte der Zellbiologie und
destissueengineering etablieren sich 3D Systeme in den letzten Jahren exponé&fitidhbei haben
sich mittlerweile verschiedene Ansatze etabliervivo dhnliche Bedingungen zu schaffen, welche
morphologische, funktionale und Aspekte der Mikroumgebung berlcksickfigdine zentrale
Grundlage der 3D Zellkultur sind sogenannte Spher@idbei handelt es sich um Zellaggregate welche
Mikrotumore imitieren sollen. Spheroide ahmewvivo Tumore effizienter nach als 2D Modelle, da sie
verschiedene Zellschichten erzeugen, welche sich in Nahr&afierstoffund Wirkstoffkonzentration
untascheidert’”® Zudem werden Morphologie, Polaritat, Z&kIl Interaktionen und Genexpression

vivo naher abgebildet?!
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3D Zellkultur Systeme

’ 2D Monolayer Zellkultur
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— Unzureichendes in vivo Tumor
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Abbildung 8. Schematische Darstellung der 2D Monolayer Zellkultur und der 3D ZellkBjtsteme und ihrer
zentralen Merkmale, eige Abbildung , modifiziert nacl®l.

In vivo nahere Bedingungen
Erzeugung verschiedener Gradienten
Nachahmung der Mikroumgebung
Relevante Zell-Zell Kontakte
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v
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# Sinnvolle in vivo nahere Erganzung fur praklinische
Wirkstoffforschung zur Erh6hung der Relevanz ge-
wonnener Erkenntnisse

Zur Stimulation der Spherdxldunggibt es verschiedene Mdglichkeitddazu gehdren die sogenannte
liquid overlay Technik, hanging dropsund Bioreaktoreff® Prinzipiell zielen alle diese Methoden
darauf ab, das adharente Wachstum der Zellen an @reestik) Oberflache zu verhindern und die
Zellen dadurch zu stimulieren sich miteinander zu Spharoiden zu verlifidakeiterentwicklungen

auf diesem Feld ermoglichen amd die Einfihrung eines weiteren vivo naheren Faktorgler EZM.
Techniken die dies ermdglichen sind die Verwendung von Hydrogelen, Scaffolds oder 3D
bioprinting.’®! Dabei umgeben verschiedene Biopolymere die Spheroide welche die EZM nachahmen.
Die Zuammensetzung der Biopolymere kann dabei entsprechend an das Ursprungsgewebe des
verwendeten Zelltyps angepasst werdiazu gehéren Collagen, Blyronséure, Chitosan, Alginat und
Gelatingl®

Nach wie vor ist ihre Handhabung jedoch deutli#it- und kostenintensiver als die der 2D
Monolayerkulturer’ Trotz diess Aspeks stellen sie ein wichtiges Modell der Grundlagenforschung

dar und ermdglichen die Erhdhung der Relevanz préklinischer Forschung an neuen potenziellen
antitumoralen Substaer[™ Ziel ist es die Ubertragbarkeit praklinischer Wirkstoffuntersuchungen zu

erhohen und schwache préklinische Kandidaten im Vorfeld effizienter aussortieren zukdnnen

1.33 Tiermodelle

Tiermodellesind die letzte Stufe der praklinischen Wirkstoffforschung und werden eingesetzt, wenn

sich die Substanzen in zellbasiertssaysals besonders vielversprechend erwiesen hdbierersten
Tiermodelle als Basis fur Wirkstoffscreenings wurden in den 19¥8leren entwickel als es gelang
humanes Tumorgewebe als Tumorxenograft in immundefizienten Mausen zu kulfffieren

Mittlerweile hat sich eine Vielzahl amurinen Modellen zur Untersuchung potenzieller antitumoraler
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Wirkstoffe entwickelffY] Aufgrundder zuvor genannten schlechten Ubertragbarkeit der 2D Zellmodelle
wird der praklinische Wirkstoffentwicklungsprozess in groRen Teilen zu Lasten der Versuchstiere
ausgetrageR® Neben Aspekten des Tierschutzes, spricht auch die schlechte Ubertragbarkeit von
Tiermodellen auf den Menschen gegen den Routineeinsatz von Tiermodellen in der praklinischen
Wirkstoffforschung®? 1 Denn trotz der zahlreichen Verwendung von Tiermodekennte die
Erfolgsrate von Substanzen als potenzielle Wirkstoffe in Phase | Studien nicht signifikant erhdht
werden, was die Etablierung eines humaierijvo nahen Modells nahelef® 3D Zellmodelle haben

das Potenzial einen Teil der Tiermoeéelll esetzen und damit die grofRe Licke zwischen 2D Monolayer

Kultur und Tiermodell zu schlieRen, da sie humane Zellen in én&ivo nahen Umgebung ab
bildenl’® 79
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2 Zielsetzung

Die moderne Krebstherapie mit niedermolekah Medikamenten wie wir sie heute kenrtet ihren
Ursprung Mitte des 20. Jahrhundéfts Seitdem sind mit fortschreitendem medizinischen,
biochemischen und auch technischen VerstangadreicheMeilensteine auf diesem Feld erreicht
wordent®® 11 Trotz aller Fortschritte liegt die Rate an préklinisch erfolgreichen Substanzen welche
erfolgreich klinische Phase | Studien bestehen bei urfié6.” Dies liegt unter anderem an der
schlechten Uberagbarkeit von praklinischen Studien auf die vivo Anwendung potenzieller
Chemotherapeutik& Weder 2DMonolayer Zellkulturen noch Tiermodelle singjeeignet,um die
humanenin vivo Tumorbedingungen adaquat abzubild&hZudem treten zunehmen@lle von
Resistenzen gegen etablierte Chemotherapeutikauadfdie steigende Weltbevolkerung, sowie
zugespitzte medizinische Lage im Zuge der CdRashdemie belasten das Gesundheitssystem
enorm® 3l

Im Rahmen dieser Arbeit sollen neue multimodaléitanorale Hybridwirkstoffe mittels préklinischer
Studien hinsichtlich ihrer Eignung als potenzielle Chemotherapeutika untersucht werden. Im Fokus steht
dabei die Aufklarung der intrazellularen Wirkmechanismen auf molekularer EBeneden zu
evaluierende Hybridsubstanzen handelt es sioh Vertreter zweier Substanzklassam einen um
hybride Metallbasierte Wirkstoffeund zum anderen um chimare Histondeacetylaseinhibitoren
(HDACI). Das Prinzipmultimodaler, chimérer Substanzbasiert auf der strukturellen Kombination
zweier etablierter Strukturmotive, wodurch Hybridverbindungen mit optimierten Eigenschaften erzeugt
werden sollenDie praklinische Evaluation und Aufklarung der Wirkmechanismdalgtr mittels
verschiedener 2Dumorzllkultur-basierter Assays als auichvivo Studien (Zebrafisch und Hihnerei)
und schlief3lich unter Verwendumig vivo ndherer 3BTumorzellkulturassaysDurch die Etablierung
von 3D Zellkulturbasierten Assays, soll zuginen die Relevanz der praklinischen Studien erhoht
werden und zum anderesin Beitragzur SchlieBung der grof3en Liickeischen praklinischen und
klinischen Studiemeleistet werden.

Insgesamt soll mittels Erweiterukassischer 2bdurchrealitatsnaher 3D-Tumorzellkulturassayder
Erkenntnisgewinn aus praklinischen Studien optimiert werden dundh die Evaluierung von

Hybridsubstanzerineneue Sichtweise auf etablierte Struktotive geschaffen werden.
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3 Synopsis

3.1 Ubersicht der Teilprojekte

Die vorliegende Dissertation enthalt 4 Publikationen und 3 ManusKvigkeAbb. 9) welche sich mit

der Aufklarung intazellularertargetsund molekularer Wirkmechanismeeuer, potenziellenybrider
Chemotherapeutikajnter Zuhilfenahmevon 2D und 3D Tumorzekulturassayshefassen. Die dabei
untersuchten Substanzen lassen sich den beiden Klads#teMetall-basierte Wirkstoffe und chimére
HDACI zuordnen.

Zur Klasse der Metabasierten Substanzeriihlen cissNHC-Pt(ll)-Komplexe, mit Mitochondrien
assoziiertem Wirkmechanismus, welcher sich in hohem MaRe von demisfBi(Il)-Komplexe
postulierten, ausschliel3lich DNassoziierten Wirkmechanismus unterschieidadem konnte miels

einer weiteren PNHC-basierten Serimeben der antitumoralen Wirkung vois-Pt-Komplexen auch
einesignifikante antumoraleWirkung vontranskonfigurierten PtKomplexedemonstriert werden

Des Weitererwurde fur antitumoral®&HC-Au(l)-Komplexe neben verstarkter Wirkung auf resistente
Tumorzellen die Abhangigkeit der intrazellularen Anreicherung und ddesiVirkorts von Art und
Charakter des sekundaren Liganden nachgewi&sdtie3lich wurde eine Sen®n Au(l)-Thiopurin
Komplexen untersucht, welche die Effektivitat und Selektivitah PurinrAntimetaboliterverbesserte

Die untersuchtetHDACI basierten Verbindungen umfasstverschiedene CA-HDACI-Konjugate.

Ein Vertreter diese Serie ist der chimére HDACI dtbskelett Inhibitor Broxbam, welcher sidarch

seine pleiotrope Wirkungls vielversprechender Kandidat fir die Behandlung von Leberkarzinomen
erwies.Die Untersuchung eineveiterenSerievon Vertretern dieser Substanzklasse ergab neben einem
multimodden Wirkmechanismus dieHerunterregulierung des tumorassoziierten Apoptese
inhibierenden Proteins SurvivirSchlieRlich wurden die beiden potenten Vertreter dieser Klasse
Troxbam und Troxham mittels 3Rellkultur Assays und 3[n vitro Mikrotumoren hinsicttich ihrer
Wirkung im 3D tumordhnlichem System untersucht. Dies ermoglichte die frihe préaklinische
Untersuchung der Substanzen im Kontext einer Tumormikroumgebung, welche in diesem Ausmalf? sonst
nur in Tiermodellen méglich ist.

Die im Rahmen dieser Arldaintersuchten Testsubstanzen wurden am Lehrstuhl fir Organische Chemie
| der Universitdt Bayreuth synthetisiert und charakterisiert. Die Untersuchung cezeliotaren
Zielstrukturen und molekularer Wirkmechanismen erfolgte hauptsachlich am Lehrstuhl fir Organische
Chemie | und am Lehrstufilr Genetik der Universitat Bayreuth sowie in Kooperation mit dem Institut
fur Biophysik der Akademie der Wissenschaften der tduBeben Republik in Brinn (Tschechische
Republik), dem Lehrstuhl fur Biophysik der Palacky Universitat in Olmitz (Tschechische Republik),
demPhysiologische Institutund dem Institut fir vegetative Physiologer Charité Berlindem Institut

fur translaibnale Immunologie der Universitatsmedidfainz und der Care Group Sight Solution in
DabhasdVadodara]ndien).
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3 SYNOPSIS

Strukturmotiv 1 Strukturmotiv 2

Abbildung 9. Multimodale Hybridwirkstoffe, welche auch als chimarel&tanzerbezeichnet werderkdnnen

durch strukturelle Kombinationen \sshiedene Eigenschaftanfweisenwelche Vorteile gegeniber etablierten
Chemotherapeutikdarsteller®® Abgebildetsind die einzelnen Studien dieser Arbeit mit ihren jeweils zugrunde
liegenden StrukturmotiverRublikation | beschreibt NH®latinKomplexe mitgegeniber Cisplatinerbesserten
pharmakologischen Eigenschaften und gimeuen WirkmechanismuBublikation | behandelthybride Platin
NHC-Komplexe in trans Geometrie, welche die Umgehung von Cispliiesistenzen und einen neuen
Wirkmechanismus ermdglicheRublikation 11l behandelt eine Serie daybridenNHC-Gold-Komplexen, deren
intrazellulare Anreicherungai mittels des zweiten Liganden steuern lasst. Diese Serie ermdglicht verbesserte
pharmakologische Eigenschaften, die Umgehung von Resistenzen, Wirkoptimierung und neue Wirkmechanismen.
In  Publikation IV wird eine Serie an PurGold-Antimetaboliten unterscht, welche verbesserte
pharmakologische Eigenschaften und somit eine Wirkoptimierung sowie die Adressierung migngetsr
ermoglichen.Publikation V, Publikation VIund Publikation VII behandeln verschiedene Vertreter einer Serie
chiméarer CA4-HDACI Derivate, welche verbesserte pharmakologische Eigenschaften, Wirkoptimierung und die
Adressierung mehrerdargets erméglichen. Zudem wurden die Publikation VII beschriebenen Ergebnisse
mittels verschiedener 3D Zellkultdtssays gewonnen, was einen tiefe Einblick in die Wirkung potenzieller
Chemotherapeutika im 3D tumeassoziierten Kontext ermdglicht.
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3 SYNOPSIS

3.2 Antitumorale Wirkung neutrale r und kationische cis-NHC-Pt(ll) -
Komplexe, welche auf das intrazellulargarget Mitochondrien abzielen
[Publikation I]

Der erste Artikel behandelt weiterentwickeltbybride CisplatinAnaloga der Art cis
[(NHC)Y{NHC)X(L)CIJPt(ll). Das NHC Imidazol Motiv dient vornehmlich deérhéhung detabilitat

der Komplexe unter physiologisch&gdingungen. Bei den im Artikel hinsichtlich ihrer biologischen
Wirkmechanismen untersuchten Substanzen handelt es sich um zwei besonders aktive Vertreter einer
groReren Serie auss-NHC-Pt(Il)-Komplexen mit Chloridg beziehungsweis@riphenylphosphin
Liganden(®* 851

Die beiden strukturellen Vertretestellen die Auswirkung eines neutralbaw. kationischenNHC
Charakters auf die Bioaktivitdt gegenlibAus cem kationische Charakter resultieréine deutlich

erhohten vitro Zytotoxizitat und Selektivitat gegentiber Krebszelllinien, was mit nachweislich erhéhter
zellularer Aufnahme korreliert. Die fur Cisplatin charakteristische EIN&raktion konnte flir beide
Komplexein vitro nachgewiesen werden, wobei deren DNweraktion die det eitstruktur deutlich
Ubersteigt was somit fur den Erfolg des pleiotropen Strukturmotivs spri¢atiem konnten einige
weitere interessante Wirkmechanismen der Komplexe nachgewiesen werden, welche auf3erhalb des
Cisplatintypischen Wirkspektrums liegen. Ba z&ahlt insbesondere die mittels Alkirddhaloga in
Melanomzellen nachgewiesene Akkumulation in den Mitochondrien, welche mit Verringerung des
mitochondrialen MembranpotenzialsG (P) und Erhdéhung des intrazellularen Levels reaktiver

Sauerstoffspezies (RQ8inhergeht.

clicked mitotracker composite

Abbildung 10. Darstellung der untersuchten Strukturen und ihrer Anreicherung in den Mitochondrien von 518A2
Melanomzellen, wo sie neben DNA assoziierten Effekten, mitochondrial assoziierte Effekte wie Verringerung des

0 Pund Erhdhung dezellularen ROS Levels induzieren.
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Des Weiteren induziert der kationische Ptdhmplex in hohem Malie die Bildung von Aktstress

fibers In diesem Zusammenhang konnte einZ&llzyklusArrest und die Induktion von Apoptose
nachgewiesen werden. Fdien korrespondierenden neutralen Komplex waren letztere Beobachtungen
nicht oder nur in sehr geringem MaRetreffend Die insgesamt bessere Aktivitdes kationischen
Komplexeslasst sich mit grof3er Wahrscheinlichkeit auf seinen DH@ocalized lipophik cation
Charakter zurtckfuhremLCs sindfr ihre Eigenschaften bekannt, Lipidschiemtzu Gberwinden und
sich, aufgrund des negativen inneren Membranpotenzials, selektiv in Mitochondrien anzul&iéHern
Aus dieser Studie kann geschlussfolgert deer; dasshybride NHC-Platin(Il)-Komplexe eine
Mitochondrien assoziierte Wirkung von-Romplexen ermoglichen und somit den fir Cisplatin
typischen reinen DNA assoziierten Wirkmechanismus umgehen, was es ermGagiolattinresistente

Zellen zu adressieren.

Weitere Details in:  Antitumoral effects of mitochondrigargeting neutral and cationic cis
[bis(1,3dibenzylimidazol2-ylidene)(L)CI]Pt(Il) complexes

Matthias Rothemund Sofia |. Bat, Tobias Rehm, Viktor Brabec und Rainer
Schobert

Dalton Trans.202Q 49, 8901
[Publikation 1]

* diese Autoren haben zu gleichen Anteilen zum Manuskript beigetragen
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3 SYNOPSIS

3.3 Trans-[Bis(benzimidazol2-yliden)dichloro]platin(ll) -Komplexe mit be-
sondereg Wirkungsweise und Aktivitat gegen Cisplatinresistente
Krebszellen

[Publikation 1 ]
Im Rahmen dieses Manuskriptgird jeweils eine Serie von cis- und eine Serie vortrans
[Bis(benzimidazeR-yliden)dichloro]platin(llyKomplexenhinsichtlich ihrer Zytotoiitat gegentber
Krebszellen und ihrer zellulareiargets untersucht. Dabei handelt es sich aybride Substanzen,
welche durch Komplexierung von Platin mit NHCs, genauer Benzimidazolderivatgs, imdtrans
Konfiguration aufgebaut wurdenBioaktive NHC-Komplexe mit Platin als Zentralatom zeigen
zunehmend Potential, aufgrund ihrer Verbesserten physiologischen Eigenschaften und ihrer Wirkung
gegen CDDP resistente Krebszelllini&ht®!
Im Rahmen dieser Studie wurd&f BenzimidazoPlatin(ll)-Komplexesynthetisiert, diese umfassen
cissDMSGO- und cis-Bis(benzimidazobKomplexe und auchtransBis(benzimidazohlKomplexe Die

Stabilitat der Komplexe unter physiologischen Bedingungen wurde mittelsand *PtNMR

nachgewiesen.
CO,R!
2 —
R?\|_o RZ—N
10206: >—Pt cl R1ozc©: >—Pt o] R1ozc©: >—Pt—< I}COW
12b R' = Me, R? = Et 8c R'=Me, R2=Bn

Abbildung 11. Ubersicht tiber die verschiedenen Grundstrukturen der im Ratiims®s Projektsintersuchten

BenzimidazolPlatinKomplexe, sowie deren aktivste Derivdtzb und8c.

Mittels MTT-Assay basiertetntersuchung dehybriden BenzimidazolPlatinKomplexe konnten
gegen Cisplatifresistente Krebszelllinien igWerte(halbmaximale inhibitorische Konzentration; Maf3
fur antiproliferative bzw. zytotoxische Wirkung von Substanzenginstelligen Mikromolaren bis in
den zweistelligenNanomolaren Bereiclnachgewieserwerden. Dabei wurde deutlich, dassis-
Bis(benzimidaz)-Komplexegenerellaktiver sind als deren DMSO Verwandtém. weiteren Verlauf
der Studie wurden die aktivsten Vertreild@b der cis- und 8c der trans-Serie mittels biochemischer
Assays weiter bezlglich ihrer zellulareargetsund Wirkmechanismeim HCT116 Darmkrebszellen
untersuchtAufnahmestudien mittels IGMS zeigten, dass die starke zytotoxische Wirkungraers
Komplexe nicht mit ihrer zellul&n Aufnahme assoziiert ist. Das NHC System fiihrt im Fallctes
Komplexes12b zu einer deutlich erhdhten Aufnahme im Vergleich zu CDDP, wahrendratesr
Komplex 8c deutlich schlechter aufgenommen wird. Die starke zytotoxische Wirkung3waimtz

geringe Aufnahme unterstreicht seine EffektivitatUnselektive Toxizitdt konnte mittelfactat
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3 SYNOPSIS

Dehydrogenase LDH) Assay ausgeschlossen werden, da Freisetzung von LDH in Folge der
Permeabilisierung der Plasmamembran als Zeichen von Nekros®! dilahingegen &nnte die
Induktion des apoptotischen Zelltods durch beide Komplexe nachgewiesen viardamerkniipft mit
Apoptose ist der Verlust de€i P und der daraus resultierende Anstieg intrazellularer ROS
Level®l %2 Diese Effekte wurden auch von den Komplet&b und8cinduziert. Im weiteren Verlauf

der Studien zeigte derisKomplex 12b, Cisplatintypische Effekte, welche sich in Form eines
veranderten Zellzyklus uddduktion vonDNA Konformationsénderungen nachaen lie3. Detrans
Komplex 8c induzierte hingegen keinen dieser Effekte, was einen Cisplatin untypischen
Wirkmechanismus voraussetzt. Um die intrazellulare Lokalisation der Komplexe abzubilden, wurden
strukturelle Analoga synthetisiert, welche mittelsaaellularer Click Reaktion mit einem Fluorophor
gekoppelt werden konnteBomit konnte die erwartete Anreicherung diesKomplexes im Zellkern
bestatigt und der transKomplex im Bereich der Mitochondrien lokalisiert werden. Bereits in
Publikation | wureén PlatinKomplexe vorgestellt, welchsich in Mitochondrien anreichern und die
mitochondriale Funktion beeintrachtigéfl Die aktuelle Studie unterstreickie Eignunghybrider
transNHC-Komplexe von Platin(ll) als AntKrebsVerbindungenwelcheauf ardere Strukturen als

die DNA abzielenund spricht somit gegendas alte Paradigma, dastrans-Platin Verbindungen
ungeeignet als Krebsmedikamente g#fid

Manuskript Trans-[bis(benzimidazeb-ylidine)dichloridglplatinum(ll) complexes with
peculiar modes of action and activity against cisplatin resistant cancer cells
Sofia |. Bat, Sebastian W. SchleseNatalie Oberhuber, Alexander Herrmann,

Luca Schlotte, Stefanie E. Weber and Rainer Schobert
J. Inorg. Biochm. 2023, 238 112028
[Publikationl]

" diese Autoren haben zu gleichen Anteilen zum Manuskript beigetragen
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34 Zielgerichtete antitumorale Wirkstoffe: (Imidazol-2-yliden)(L)gold(l) -
Komplexe deren intrazellulare targetsmittels des sekundaren Liganden

feinjustierbar sind

[Publikation 111 ]

Die EignunghybriderMetall-NHC-Komplexe als potenzielle Chemotherapeutika konnte in den beiden
vorhergehenden Artikeln am Beispiel des Platins verdeutlicht werBemnch Entdeckung der
antitumoralen Eigenschaften des Antirheumatikums Auranofin, riickte Gold als Zentralatom in den
Fokus des Wirkstoffdesigns. Der kinechanismus von Auranofin basiert auf Inhibition der
mitochondrialenTrxR und der Erhéhung der mitochdrialen Permeabilitat* °! Eine direkte Folge
dessen ist die Erhéhung deg@atllularen ROS Levels, Freisetzung von Cytochrom C und somit die
Induktion von Apoptosé&®!

Diese Eigenschafen in Kombination mit der Stabilitat, welche durch Einfiihrung des NHC Motivs
gewonnen werden kalifi, sollten mit einer Seriaus Au(IYNHC-Komplexen, welche auf dem GA
Strukturmotivin Verbindung mit NHCsaufbauen realisiert werdenStrukturelle AnthracerAnaloga

der untersuchten Testverbindungen, wurden im Rahmen dieser Arbeit zur intrazellularen Lokalisation
der Verbindungen verwendet. Dabei wurde der Zusammenhang zwischen Art des sekundaren Liganden
am GoldZentrum und der Ladung d&®smplexes mit intrazellularer Lokalisation und Wirkung auf die
Krebszelllinien aufgeklart. Die ermittelten 4 Werte der Verbindungen weisen auf einen
Zusammenhang des DLC Charakters und der zytotoxischen Wirkung hin. Mit zunehmender
Delokalisation der @sitiven Ladung der Golomplexe steigt deren zytotoxische Wirkung auf die
untersuchten Zelllinien. Die unterschiedliche intrazellulare Lokalisation der Komplexe, welche mittels
fluoreszenter Anthracen Analoga in Melanomzellen dokumentiert wurde, wéishtarschiedliche
Wirkmechanismen in Abhéngigkeit von der Art des sekundéren Liganden L hin. Basierend darauf wurde
die Wirkung der Verbindungen auf typische zellulineyetsunter Berlicksichtigung der Bereiche der
Akkumulation untersuchUnabhangig von Lokalisation, wurde fiur alle Testsubstanzen die Induktion
des apoptotischen Zelltods nachgewiesen.

Aufgrund der Lokalisation des neutralen Komple#bgL = CI) im Bereich des Zellkerns wurde eine
potentielle DNA Interaktion der Verbinduntb und des strukturellen Analogods (L = CI) mittels
Ethidiumbromid (EtdBr) Sattigungsassay wrldctrophoretic mobility shift assg£MSA) untersucht

und nachgewiesen. Der EtdBr Sattigungsassay weist auf eine starkénixaktion der Substanzdn

hin, welche die Wirkung von CDDP deutlich tbersteigt. Die Ergebnisse des EMSA bestétigen die
Interaktion der Substanzehmit DNA. Substanzia zeigt hier einen deutlich verringerten Effekt im
Vergleich zu CDDP, was im Einklang mit der bekannten ricivialenta Interaktion von NHEGold-
Komplexen mit DNAsteht!®?]
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uv

LS

Nuclear Green LCS1
¥
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Acridine orange

Abbildung 12. Strukturen der (Imidazei-yliden)(L)gold(l}Komplex Serie und ihrer irdzelluléaren
Anreicherung, welche mittels der Anthracen Réshdokumentiert wurdeKonfokalFluoreszenzmikroskopische
Aufnahmen in 518A2 Melanomzellen. Emission der Komplexe (UV), Cofarbung der jeweligen
Zellkompartimente (mittlere Spalte) und deremerge (rechte Spalte). Aufnahmen erfolgten bei 2000 x
VergrofRerung.

Der kationische Komlex 5b (L = PPh) wurde im Bereich der Mitochondrien lokalisiert. Basierend
darauf wurde die Wirkung des Komplexédh sowie seines strukturellen Analogoism auf
Mitochondrienrassoziierte zellulare Mechanismen untersucht. Bigitumorale Wirkung einiger
anderer Gold(KKomplexe basiert hauptséchlich auf der Inhibition &R, einem Schlisselenzym des
zellularen Schutzmechanismus vor oxidativem SirEss die kationischen Komplexg wurde im
dreistelligen nanomolaren Konzentrationsbereich eine inhifmer&Virkung aufTrxR nachgewiesen,
welche die Wirkung des bekannférxR-Inhibitors Auranofin Ubersteiginfolgedessen konntewwohl

die Erhéhung der intrazellularen ROS Level als auch die Verringerung deslurch dieKkomplexe5
nachgewiesen werden.

Eine Anreicherung deBis-NHC-Komplex6bin den Lysosomen konnte nachgewiesen werglassend
dazu konnte eine durch die Komplexé induzierte zeitabh&ngige Abnahme des
Lysosomenmembranpotenzials dokumentiert werd&mes deutet auf lysosomale Membran
Permeabilisierung (LMP) hin, welche zum Austritt des Lysosomeninhalts in das Cytoplasma fuhrt, was

den p53unabhangigen lysosomalen Zelltod induzieren K&hn
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Zusammenfassend konnte nachgewiesen werden, dass seWwellgen Strukturverwandtemundb

der Serign ihrem intazellularen Wirkmechanismus ahneln, was die Vergleichbarkeit der gewonnenen
Ergebnisse deat undb Reihe bestatigt. Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass es moglich ist durch
densekundareriganden L die Ladung, Gro3e und Lipophilie dgbridenKomplexe und somit die
intrazellulare Anreicherung derer zu steuddieses Konzept der Lenkung eines bioaktiven chimaren
Metall-Komplexes anein spezifisches indzellulares target kann dazu beitragen unerwinschte

Nebeneffekte zu reduzieren und die Effektivitat der Substanzen zu verbessern.

Weitere Details in:  Guided Antitumoural Drugs: (ImidazoR-ylidene)(L)gold(l) Complexes

Seeking Cellular Targets Controlled by the Naturelafand L

Sofia |. Bar, Madeleine Goltl Sebastian W. Schleser, Tobias Rehm,
Alexander Béar, Leonhard Kohler, Lucas R. Carnell, Bernhard Biersack, and
Rainer Schobert

Chem. Eur. J2021, 27, 5003
[Publikation 11]

* diese Autoren haben zu gleichen Anteilen zum Manuskript beigetragen
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3.5 Wiederbetrachtung der antitumorale n Eigenschaften von Phosphan(9
ribosylpurin -6-thiolat) -gold(l)-Komplexen und ihrer 9H-Purin
Vorlaufer

[Publikation IV ]

Der vierte Artikel dieser Arbeit behandelt die UbertragunghiésidenMetall-NHC Motivs auf die
Substanzgruppe der Antimetabolit&as fir seine TrxR inhibierenden Eigenschaften beka@ote-

Motiv des Auranofins wurde mit dem Strukturmotiv der etatdierantitumoralentimetaboliten6-
Mercaptopurin (MP) und 6Thioguanin (6TG) verknupft.Diese werden zur Entfaltung ihrer Wirkung

in vivo zunéchst in die entsprechenddnkleotidanalogaimgewandelt, was zur Folge hdgass ihre
entsprechendeNukeloside auch als wirksansibstanzen zur Behandlung von Krebs géttéri®tEs

ist bereits bekannt dass eine Verknipfung dieser Thiopurine mit verschiedenen Triorganylphosphan
Gold(l) Fragmenten zu einer Verbesserung ihrer Effektivitat ftfR#*

Die im Rahmen dieser Studien untetsiec

AU/PRZF» Wirkstoffserie umfasste vier literatur

X bekannte Triorganylphosphan9-Purin6-thio-

Nl)jN» lat)-Gold(l)-Komplexe mit bzw. ohne 2NH,-

R1J\N/ N Substituendeé?? sowie vier neue strukturelle
R3

Analoga mit Thioguanosin und ThioinosiA
S R1 =H, R? =2Ph’ R® =3D'Rib= X=3 Liganden, einen dimeren Komplex dieser Arhd
6 R'=NH,, R“=Ph, R°=D-Rib, X =S . .

2 ' einen analogeRurin-6-SelenatGold(l)-Komplex

Abbildung 13. Grundstruktur der untersuchtel zynschst wurde die Stabilitat der Komplexe unter
hybridenAntimetaboliterGold-Komplexe und der physiologischen Bedingungen tiber 72 h mittels
NMR  bestatigt. Mittels MTT  basierter

Bestimmung der Zytotoxizitat gegen étanel aus

aktivsten Verbindund, sowie der Verbindund

mit der starksten zellularen Aufnahme.

sieben humanen Krebszelllinien konntenol@/erte bis in den dreistelligen nanomolaren Bereich
ermittelt werden. Es zeigte sich eistrukturabhéngige Verbesserung der Zytotoxizitat durch die
EinfUhrung eine®-D-Ribosyls, zudem zeigten diEriphenylphosphaiKomplexeeine generell bessere
Wirkung als ihre Triethylphosphan Analoga. Interessanterweise zeigten diese Effekte keine
Auswirkungen auf die zellulare Aufnahme, wobei Kompbedurch seine besonders starke Aufnahme
hervorstach. Im weiteren Verlauf wurde der potenteste Kompexveiter bezlglich seines
intrazellularen Wirkmechanismus untersudbteser zeigte einen bipolaren Effekt auf den Zellzyklus
von 518A2 Melanomzellen; bei niedrigen Konzentrationen wurde eid@dst induziert, wie es fur
andere bekannte Thiopurirtgpisch ist, wahrend imohenKonzentrationen ein -Brrest induziert
wurde, wie er fur Auranofin typisch isDie letztere Wirkung ist hochstwahrscheinlich auf seine
ausgepragte Hemmung von TrxR zurzigkihren. Komplex5 léste zudem auch schwereDNA-

Lasionen und Fragmentieruags was letztlich zur Apoptose der Krebszellen féhrt
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Somit ist diese Seridreweiteres Beispiel fir das hohe Potenzial chiméarer Strukturen hinsichtlich ihrer
Eignung als Krebsmedikamente, da durch Kombination verschiedener Strukturen verschiedene Effekte

miteinandewerbunderwerden konnen, welche durch ein Molekil induzierbad.si

Manuskript Revisiting the anticancer properties of phosphang{8osylpurine-6-
thiolato)gold(l) complexes and their 9Hburine precursors
Luisa Kobet, Sebastian W. Schlese6ofia |. BarandRainer Schobert

J. Biol. Chem.2022, 27,731
[PublikationlV]

* diese Autoren haben zu gleichen Anteilen zum Manuskript beigetragen
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3.6 Der chimare HDAC- und Zytoskelett-Inhibitor Broxbam als neue
therapeutische Strategie fir die Behandlung von Leberkarzinomen
[Publikation V]

Patienten welche an patozellularem Karzinom (HCC) oder cholangiozellularem Karzinom (CCC)
erkranken haben eine durchschnittlich@ahres Uberlebensrate von nur 2@#mitzahlen HCC und
CCCzu den todlichsten Krebsart€hAufgrund der sehr begrenzten Behandlungsmaglichkeitéeist

die Nachfrage nach neuen klinisch relevanten Therapeutika besonders @#sdritte Publikation
behandelt den multimodalen HDAC und Zytokelett Inhibitor Broxbam, welcher durch strukturelle
Kombination der etablierten Pharmakophore-@A& und SAHA® 5% synthetisiert wurdeCA-4 ist ein
Vertreter der Mikrotubuldestabilisierenden Agenzien und SAHA ein Vertreter der HDECP: 9
Broxbam ist Derivat einer Serie chimarer HDACI, welehbereits publiziert wurden, wobei die
molekularen Wirkmechanismen von Broxbam jedoch nicht weitarakterisiertvurdentios!

OMe Br OMe
OMe
C o
OMe N
| </ | 0]
O 0 OMN/OH 0 H
H N
OMe oM N “OH
OH © H 5
CA-4 Broxbam SAHA

Abbildung 14. Strukturen des Mikrotubulilestablisierenden Agens GA sowie des HDACi SAHA, eiche als

strukturelle Grundlage fur die chimére Substanz Broxbam dienen.

Die potenzielle Eignung von Broxbam als Krebstherapeutikum wurde an den vier priméren
LeberkrebszelllinieHuh7, HepG2, TFK1 und EGldntersuchtDabeireduziertedie Hybridsubstanz
die Proliferation der Krebszellen sowohl Zewls auch Dosigbhangig imsubmikromolaren

KonzentrationsbereictiCso ~0.6 |M). Bereits an diese Stell

zeigt sich, dass die Wirkung von Broxbam die Effektivitat g 1::

etablierten Substanz SAHA UbertrifiCso 1.4-3.2 M), was %

far den Erfolg der chimaren Kombination sprictbie | § ©°

Wirkung von Broxbam basierzum einenmolekular auf g‘ 40

HDAC Inhibition, insbesondere der HDAC 6, wodur( § 201

mitochondrial vermittelte Apoptose induziert wirdum é .

anderen konnte eine Tubulinpolymerisatidrenmende 06 10 12 50 100

LM Broxbam

Wirkung nachgewiesen werden, welche sichatiwerringerte
Abbildung 15. HDAC 6 Aktivitat

nach Behandlung mit deHybrid-

Migrationsfahigkeit als auchntrangiogene Effekte &uf3ertd

was sich sowohl auf das GAMotiv als auch die HDAC 6
substanz Broxbam.

Inhibition zurtickfiihren lassBenn es ist bekannt, dass HDA

6 auch als Tubulin Deacetylase fungiert und somit zellulabeillifuassoziierte Mechanismen, wie das
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Zytoskelett und die Migrationsfahigkeit beeinflug& Auch in vivo zeigt die Verbindung potente
antitumorale als auch antiangiogene Eigenschaften, ohne dabei signifikant toxisch zu lmirken.
Rahmen dieser Studigurdenzudem3D Tumormodelle aus Leberkrebszellen verwendet, welche auf
der Chorioallanbismembran von Huhnereiern kultiviert wurdeDie 3D Modelle dienen einer
Erhéhung der Relevanz der préaklinisch gewonnen Daten, da siéneine ndhere Abbildung der
Tumorbedingungen ermdglichEf

AbschlieRBend ist festzuhalten, dadi® kurzlich vorgestellte chimare Substanz BroxB&m ein
vielversprechender, pleiotrop wirkender HDACI ist, welctss potenzieller Wirkstoff flr die

Behandlung voh.eberkrebdiir weitere Studien in Betracht gezogen werden sollte.

Weitere Details in:  Chimeric HDAC and the cytoskeleton inhibitor broxbam as a novel

therapeutic strategy for liver cancer

Sofia |. Bar, Alexandra Dittmer, Bianca Nitzsche, Gohar-Aegtisyan,
Michael Fahling Adrian Klefenz, Leonhard Kaps, Bernhard Biersack, Rainer

Schobert und Michael Hopfner
Int. J. Oncol.2022 60, 73

[Publikation \|
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3.7 Neue chimare HDAC |Inhibitoren fir die Behandlung von
Kolonkarzinomen
[Publikation VI ]

Darmkrebs liegt auf Platz drei der Todesursachen, welche mit einer Krebserkrankung assoziiert sind
[197], Dies ist unter anderem begriindet durch die hohe Ruckfallrate, welche sich in hohem MaRe auf
aggressive Behandlungsmethoden und zunehmende Resisteckieny zurtickfihren |as$t® 109

Um diese Problematik beheben zu kénnen, wird an neuen Behandlungsmoglichkeiten geforscht. Ein
vielversprechender chemotherapeutischer Ansatz sind chimare, niedermolekulare Wirkstoffe, welche
die Wirkmechanismen versigliener etablierter Chemotherapeutika vereinen und somit eine neue,
verbesserte Substanz resulti&r4

Im Rahmen dieser Studie wurdeier chimére Substanzern
welche sie Strukturmotive HDACi und GA vereinen, MeQ ~ OMe
hinsichtlich  ihrer  biologischen  Aktivitdit gegeniibg O OMe
Tumorzellinien untersucht. Diese umfassen bei beidg N

o]
4
literaturbekannten Substanzen Troxbam und TroXam <o| O O\/\)J\N,OH
H

sowie die Synthese der beiden neuen Strukturen Animthio oM
e

und Brimbam. Die selektive Zytotoxizitdt gegenilibe

. . .. Troxbam
Krebszellen wurde mittels MTFRAssay ermittelt, wobei sich

die Substanz Troxbam mit einem Selektivitatsindex (SI) | APPbildung 16. Struktur des aktivsten
*68.1 als auBergewdhnlickelektiv gegentiber Krebszelle Vertreters Troxbam, der vorgestellte
zeigte CA-4 S| 19.5, SAHA SI - Der duale

Wirkmechanismus &uRRerte sich in der Adressierung HBAIGiauch CAd-spezifischettargets Der

Reihe an chiméaren HDACI

aktivste Vertreter induzierte einen G&RArrest des Zellzyklus von HCT116 Darmkrebszellen, welcher
assoziiert ist miHDAC Inhibition und der Induktion voApoptoséd!*® 1*IZudem konnte eine effektive
Reduktion des Metastasierungspotenzials und der zellularen Dynamik durch die Testverbindungen
induziert werden, was sich darauf zurickfihren lasst, dass die Aktivitat des NI#tivs in den
chiméren Substaen weitestgehend erhalten bleilbteben der generellen HDAC inhibierenden
Aktivitat wurden mittels Western Blot die Expressionslevels des Apoptose inhibierenden Proteins
Survivin Uberprift, welchegassoziiert istmit HDAC Aktivitat und unter anderem Einfliss hat auf
Voranschreite des Zellzyklusind die Chemoresistenz von KrebszelléBEs konnte ime signifikante
Verringerung der Survivin Expressiaturch Troxbam und Troxham nachgewiesen werdeziche
vergleichbar mit der Wirkung danonomodalen HDACi SAHA ist. Die Adressierung digsegetsist

von besonderer Bedeutung, da Survivin in der Regel ausschliel3lich von Krebszellen exprimiert wird
und somit ein Alleinstellungsmerkmal maligner Zelleri'fgt

Die Ergebnisse dieser Studie belegen die multimodale Wirkungliydaidsubstanzen und damit den

Erfolg der Kombination des HDACi Motivs mit dem Mikrotubydolymerisations Hemmer GA. Es
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konnten zum einen die Leistruktur typischen Wirkungen erhalghést und zum andern die Aktivitat

und Selektivitat verbesserte werden.

Manuskript New chimeric HDAC inhibitors for the treatment of colorectal cancer

Sofia |. Bar,Rohan Pradhan, Bernhard Biersack, Bianca Nitzskbtiehael
Hopfnerund Rainer Schobert

Arch. Pharm2022 356, 2200422

[PublikationVI]
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38 3D Zellkultur Systemeals Alternative zu Tierversuchen verbessern den
diagnostischen Wert praklinischer in vitro Untersuchungen durch
zusatzliche Informationen tber das Tumormikroenvironment: eine

Vergleichsstudie neuer bimodaler HDAGInhibitoren

[Publikation VII ]

Nach wie vor ist die Etablierung neuer Wirkstoffe eine Ressotaubmindiger Prozess bei dem
weniger als 5% der préklinisch erfolgreichen Substanzen Uber Phase | in klinischen Studien
hinauskommef® Neben dem Ansatz chimar&ubstanzenwelche durctstrukturelle Kombination
etabliertePharnakophore, neue potenWirkstoffe hervorbringen sollen, spielt audie Verbesserung

der praklinischen Methoden eine zentrale R@Mle”® Konventionell verwendete 2D Monolayer
Zellkultursysteme haben zahlreichertschritte der Forschung an neuen Krebstherapien ermdglicht,
bilden jedoch zentrali@ vivo Bedingungen nicht oder nur unzureichenddb

In dieserPublikationwird die Untersuchung potenzielle MeO OMe
antitumoraler Substanzen mit Hilfe 3D Zellkulturmethod O OMe

zur Erhéhung der Relevanz préklinischen Studien N

beschrieben. Im Gegensatz zu konventionellen 2D basig </ | o Q oH
Zellkulturassays, beziehen 3D Zellkulturassays zent © O Mﬁkﬁ/
Effekte wie Wirkstoffaufnahme und Verteilung, als au OMe

den Einfluss der Tumormikroumgebung im tumorahnlich Troxbam n =3

o . . L Troxham n =5
Modell mit einl™® Fir die Untersuchungler chimaren

Abbildung 17. Ubersichtsstruktur de
HDACIi und CA4 abgeleiteterHybrid-

substanzen Troxbam und Troxham.

Testverbindungen wurdemulticellular tumour spheroidg

(MCTS) aus Kolonkarzinomzellenund Mikrotumore,

welche mittels Bioreaktorsystem generiert wurdg

verwendet.Charakteristische Messgrof3en, welche sich in 2D Assays etabliert haben, sollten auf 3D
MCTS ubertragen werdeBei den untersuchten Testsubstanzen handelt es sich um kurzlich publizierte
jedoch nicht naher hinsichtlich biologischer Aktivitat charakterisierte chimare Verbindungen Troxbam
und Troxhani'®! Diese vereinen die Struktur des etablierten HDACi SAHA mit der des Mikrotubuli
destabilisierenden Agens GAund unterscheiden sich her Kettenlange des LinkerBereits bei
Untersuchung der wachstumsinhibierenden Eigenschaften der Esterbindungen, wurde ein Unterschied
zum etablierten 2D System erkenntlich, da die angewandtgrKibzentration,welche mittels 2D

Assay ermittelt wurdem Falle derLeisubstanZCA-4 zu keineNerringerungdes MCTS Wachstums

fuhrte. Im weiteren Verlauf der Studie wurde die Verteilung toter Zellen im Inneren der MCTS im
Zusammenhang mit der Substanzbehandlung mittels Propidiumiodid (PI) Farbung

fluoreszenzrnkroskopisch analysiert. Pl kann lediglich die permeabilisierte Zellmembran toter Zellen

41



3 SYNOPSIS

100

80 4

60

40 -

tumorweight (mg)

20

passieren und farbt somit selektiv die DNA
abgestorbener Zellen &1 Des Weiteren konnten
mittels  (immuno)fluoreszenz  Mikroskopie die
Erhéhung der ROS Level iden MCTS in Folge der
Sulstanzbehandlung nachgewiesen werden sowie die
Caspase 9 vermittelte Aktivierung des apoptotischen

oo I Zelltods.SchliefRlich wurde die wachstumsinhibierende

Wirkung derhybridenSubstanzen auh vitro, mittels

0 T
Ctrl

(Ctrl).

Abbildung 18. Finale Tumormassen von i
vitro Mikrotumoren, nach einer Wachstum
petiode von 28 Tagen. Substanzbehandly

erfolgte an Tag 21, DMSO diente als Kontro

T . eines Bioreaktorsystemsgenerierte Mikrotumore
Troxbam  Troxham untersucht, dabei konnte fiir beide Testverbindungen
eine signifikante Reduktion des Tumorwachstums
verzeichnet werden.

Diese Studie bezieht 3D tumassoziierte Aspekte in

die Evaluation potenzieller multimodaler, anti

tumoraler Wirlstoffe ein. 3D basierte

Zellkultursysteme kénnen zum einen Tiermodellgewissen Punkten ersetzen und zum anderen stellen

sie eine wertvolle Erganzung zum praklinischen Medikamentenscreening dar.

Weitere Detailsn:

3D cell cultures, as aurrogate for animal models, enhandbe diagnostic
value of preclinical in vitro investigations by addingformation on the
tumour microenvironment: a comparative studRl QHZ GXDO PRGH +'$¢

inhibitors
Sofia I. Bar, Bernhard Biersack und Rainer Schobert
Invest New Drugs 2022 40, 953

[Publikation VI
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Antitumoral effects of mitochondria-targeting
neutral and cationic cis-[bis(1,3-dibenzylimidazol-
2-ylidene)Cl(L)IPt(1) complexest

Matthias Rothemund, 1 Sofia |. Bar,}* Tobias Rehm,? Hana Kostrhunova,®
Viktor Brabec (2 ° and Rainer Schobert & *2

‘.) Check for updates

Cite this: Dalton Trans., 2020, 49,
8901

Recently, we opened a synthetic access to antitumoral platinum complexes of the type cis-
[(NHC)YNHC)?Pt"CL(L)] which interact with DNA in a way correlated to the complex charge and to the ste-
rical accessibility of the leaving chlorido ligand. We now identified mitochondria rather than nuclei as the
cellular target of the neutral dichlorido complex 1 (L = Cl) and the delocalized lipophilic cationic phos-
phine complex 2 (L = PPhs), both carrying the same cis-bis(1,3-dibenzylimidazol-2-ylidene) ligands. Their
uptake into 518A2 melanoma cells was concentration-dependent and distinctly greater for complex 2
which was also more cytotoxic against sensitive cancer cell lines with submicromolar ICsg values. Both
complexes interfered strongly with various forms of DNA in vitro, but only complex 2 caused a melanoma
cell cycle arrest in G1-phase, setting both apart from the S-phase arresting drug cisplatin. Studies of the
intracellular localisation of 1 and 2 were carried out with their alkyne-tagged analogues 6 and 7, which
showed identical patterns of cancer cell cytotoxicity, cell cycle interference and effects on mitochondria.
Click reactions with 7-hydroxycoumarin azide, colocalisation with Mitotracker™ and confocal
microscopy, proved complexes 6 and 7 to accumulate mainly in the mitochondria rather than the nuclei
of melanoma cells. Complex 1 and even more so complex 2 reduced the mitochondrial membrane
potential and also increased the cellular ROS levels. As a consequence, both complexes caused stress
fibre formation in the F-actin cytoskeleton of melanoma cells, most distinctly so complex 2 which also
activated the apoptotic cascade mediated by capases-3 and -7.

Received 7th May 2020,
Accepted 15th June 2020

DOI: 10.1039/d0dt01664k
rsc.li/dalton

N-heterocycle and its substituents.” Recently, we reported

Introduction
on the synthesis of platinum(u) complexes of type cis-

The serendipitous discovery of the biological effects of cis-di-
amminodichloridoplatinum(u) (cisplatin; CDDP) by Rosenberg
et al. almost five decades ago led to an intensive worldwide
study and screening of congeneric platinum coordination com-
plexes, culminating in the FDA approval of the mainstay tumor
therapeutics carboplatin and oxaliplatin." In recent years, the
interest of medicinal chemists in antitumoral metallodrugs
was rekindled by the growing evidence that organoplatinum
complexes carrying N-heterocyclic carbene (NHC) ligands offer
more means of fine-tuning and optimising their pharmaco-
logical properties due to the variability of both the

“Organic Chemistry Lab ry, University of Bayreuth, Universitaetsstrasse 30,
95440 Bayreuth, Germany. E-mail: Rainer.Schobert@uni-bayreuth.de

®Czech Academy of Sciences, Institute of Biophysics, Kralovopolska 135, CZ-61265,
Czech Republic

tElectronic supplementary information (ESI) available: NMR spectra of 6 and 7,
uptake of complexes 1 and 2 by 518A2 melanoma cells, electrophoretic mobility
shift assays of 1, 2, 6, and 7, etc. See DOI: 10.1039/d0dt01664k

{These authors contributed equally to this work.

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2020

[(NHC)'(NHC)*Pt"CI(L)] bearing two — optionally different -
cis-oriented (benz)imidazol-2-ylidene ligands. Preliminary tests
showed their modes of antitumoral action to be dependent
not only on these NHC ligands but also decisively on their sec-
ondary ligands L and their overall charge. Fig. 1 depicts two
typical complexes.>* The neutral complex 1, like derivatives
with further residues on the phenyl rings not shown here, was

&m0

Y

Ko 0
ke

N
Ot
N ¢ N PPh;

! <

Fig. 1 Structures of complexes 1 (L = Cl) and 2 (L = PPhs) of the type
cis-[bis(1,3-dibenzylimidazol-2-ylidene)Pt'CIl(L)].*

Dalton Trans., 2020, 49, 8301-8910 | 8901
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cytotoxic with 1Cs, values generally in the low micromolar
range, and gave rise to a band shift of plasmid DNA in electro-
phoretic mobility shift assays (EMSA) comparable to cisplatin.
Exchange of a chlorido ligand for triphenylphosphine afforded
cationic complexes like 2, which were more cytotoxic against
cancer cells with IC;5, values in the nanomolar range, and
which caused an aggregation rather than coordination of DNA
in vitro.*

Investigations of related neutral mono-NHC complexes of
type cis-{(benzimidazol-2-ylidene)Pt"Cl,(L)] and cationic com-
plexes trans-[(benzimidazol-2-ylidene)Pt"CI(L),]'ClI” gave a
more nuanced picture.” While the cationic complexes were
also more cytotoxic against cancer cells than the neutral ones,
DNA interaction of the latter in vitro depended decisively on
the ligands L.° In order to find out whether cellular DNA is an
actual target of cis-[(1,3-dibenzylimidazol-2-ylidene),Pt"CI(L)]
complexes 1 and 2 and to further elucidate their modes of
action, we synthesized their 4-ethynylbenzyl derivatives 6
and 7 for intracellular localisation via alkyne-azide click
reactions.®

Results and discussion
Synthesis and characterization

4-Ethynylbenzyl bromide 4 was synthesized from the corres-
ponding benzyl alcohol 3, NBS and PPh;. It was reacted with
imidazole under basic conditions to give the imidazolium
bromide 5a. To prevent anionic exchange during the next
steps, bromide 5a was converted to the imidazolium chloride
5b. The latter was deprotonated with KO‘Bu to generate the
free carbene, which was trapped with half an equivalent of cis-
[Pt"'Cl,(DMSO),] to afford the desired cis-(bis-NHC)CI,Pt"
complex 6. cis-Pt"Cl,(DMSO0),] can be prepared by adding a
three-fold excess of DMSO to K,PtCl, in water and allowing the
solution to stand at room temperature until yellow crystals pre-
cipitate.” Cationic complex 7 was obtained from reaction of
complex 6 with an excess of PPh; (Scheme 1).

As for complexes 1 and 2, the NMR spectra of the new
alkyne derivatives confirmed their cis configuration and the
perpendicular orientation of their imidazole rings with respect
to the PtCI(L) plane. The "H NMR spectra reflected the inequi-
valency of the geminal protons of each benzylic CH, group
giving rise to two (for 6) or four (for 7) doublets which were
0.73 ppm apart in the case of 6 and 0.71/0.74 ppm for complex
7. In the *C NMR spectra the carbene carbons of complex 6
peaked at 146.7 ppm and those of complex 7 appeared as
doublets at 145.8 ppm with */cp = 10 Hz (cis to PPh;) and at
163.2 ppm with */¢p = 151 Hz (trans to PPhy).

Biological evaluation

Inhibition of cancer cell proliferation. Complexes 1 and 2
had previously been tested for antiproliferative effects on
various cancer cell lines as members of a larger series of
similar NHC platinum(i) complexes with distinct antitumoral
activity. We now tested them, using the same MTT-assay,

8902 | Dalton Trans., 2020, 49, 8901-8910
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Scheme 1 Syntheses of bis[1,3-(4-ethynylbenzyl)imidazol-2-ylidene]
Pt" complexes 6 and 7. Reagents and conditions: (i) NBS, PPhz, CH,Cly,
40 °C, 3 h, 96% (ii) imidazole, K;COz, MeCN, 80 °C, 16 h, 100%; (iii)
Ag>COs, HNOs, EtOH, rt, 2 h, then HCl, 68%; (iv) cis-[Pt"Cl,(DMSO),],
KO'Bu, CH,Cly, rt, 24 h, 40%; (v) PPhs, CH,Cl,, rt, 2 h, 82%.

PPha cl

NVN
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N

against further cell lines such as the colon cancer cell line
HCT116", its p53-deficient mutant HCT116~'~, the non-malig-
nant human fibroblasts HDFa, and the multi-drug resistant
cervix carcinoma cell line KB-V1""!, pre-incubated with verapa-
mil, a competitive inhibitor of the P-gp1 efflux transporter
overexpressed in this cell line. In parallel, we also tested the
ethynyl-tagged complexes 6 and 7, to find out whether their
cytotoxic pattern across this cell line panel is comparable to
that of their analogues 1 and 2 and so ensure their suitability
as surrogates for complexes 1 and 2 in intracellular localisation
studies via alkyne-azide click reactions. As previously reported
for other cancer cell lines,"® complex 2 bearing a sterically
demanding triphenylphosphine residue and a positive charge,
was more cytotoxic than neutral dichlorido complex 1, with
IC5p values in the nanomolar or lower micromolar range also
against the cell lines listed in Table 1. This pattern was also
observed for the alkynyl-tagged complexes 6 and 7, which
showed IC;, values similar to those of their congeners 1 and 2,
albeit with a few conspicuous exceptions. All four complexes
showed a reduced cytotoxicity against HCT116™'~ cells lacking
functional tumor suppressor protein p53, which plays an
important role in cell cycle progression and in apoptosis acti-
vation.® Unlike its non-ethynylated parent complex 1, the
neutral complex 6 was virtually inactive against HCT116™'~
cells. These results suggest a similarity in the mode of action
with cisplatin, which is known to activate p53 upon extensive
DNA damage.’ Inhibition of the P-gp1 efflux pump of multi-
drug resistant Kb-v1""' cervix carcinoma cells by pre-incu-
bation with verapamil, which is used clinically as a re-sensi-

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2020
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Table 1 Means + SD of ICsq values [uM] of cisplatin and compounds 1, 2, 6, 7 in MTT assays against human cell lines? after 72 h of incubation as cal-
culated from four independent measurements. * Data taken from ref. 4. ** Data taken from ref. 10

ICs (72 h) [uM]

518A2 HT-29 HCT116™ HCT1167~  EaHy926 Kb-v1¥”! Kb-v1VPHPm2  HpFa s1”
Cisplatin 2.6 £0.7* 8.3 £0.5* 5.7 £10:3% 9.2 + 0.5* 21.1+2,5 2.2 + 0.3%* 0.23 + 0.08* >50 >9.0
1 6.2 + 0.4* 14.6 £ 1.4* 2.3 +0.8 14.1 £ 0.9 6.8 +1.6* 11.7 £ 0.8* 6.3 + 0.6 4.5+0.5 0.6
2 0.86 + 0.05* 0.82 + 0.06* 0.51 £ 0.04 1.6 £0.1 0.48 + 0.01* 7:37E1.0% 0.99 + 0.16 3.1+0.4 4.2
6 5.6+0.2 13.12+1.0 1.1+0.1 >50 12.5+2.2 259+ 3.4 >50 >50 >7.5
7 1.2+0.2 0.66 + 0.26 0.14 + 0.03 2.0+0.3 0.63 +0.10 34.1+3.8 34.5+4.2 3.4+1.9 7 |
“518A2 - melanoma, HT-29 - colon adenocarcinoma, HCT116"* - colon carcinoma (wildtype), HCT116 '~ - colon carcinoma (p53 knock-out

mutant), EaHy926 - endothelial hybrid, Kb-v1** - cervix carcinoma, HDFa - human dermal fibroblasts. ” Vbl - vinblastine, vpm - verapamil, SI -

selectivity index.

tizer of refractory tumours, led to an enhanced activity of com-
plexes 1 and 2 but not of the alkynyl-tagged complexes 6 and
7, indicating that the latter are no substrates of P-gp1.

To determine the selectivity of the complexes for tumour
cells, we tested them for their toxicity against the non-malig-
nant fibroblast cells HDFa and calculated a selectivity index
(SI) by dividing their ICs, against the fibroblasts by the average
1Cs, values against the unadulterated cancer cell lines 518A2,
HT-29, and HCT116™. Like cisplatin, complex 6 was inactive
against the HDFa cells and thus can be regarded highly cancer
cell selective. Complexes 2 and 7 also showed a marked selecti-
vity for cancer cells, whereas complex 1 was somewhat selective
only towards HCT116" colon cancer cells.

Cellular uptake. To find out whether the greater cytotoxicity
of the cationic complex 2 stems from an actual increase in tox-
icity due to the positive charge and the bulkier phosphine
ligand or from an enhanced uptake into the cells, we
measured the platinum content of 518A2 cells after 8 h of
incubation with complexes 1 and 2 (1 pM and 5 pM) by
ICP-MS (Fig. 2; ¢f. SI for exact values). The observed divergence
in uptake rates of complexes 1 and 2 by a concentration-depen-
dent factor of 2.5 (for 5 uM) to 7 (for 1 pM) reflects the pre-
viously measured” difference in their ICs, values against this
cell line fairly well, i.e. 6.2 pM for 1 and 0.86 pM for 2. This
suggests that they do not differ much in their intrinsic antipro-
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Fig. 2 Platinum content of 518A2 melanoma cells after 8 h incubation
with 1 uM or 5 uM of complexes 1 and 2, measured via ICP-MS.

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2020

liferative activities. Such ostensible hikes in cytotoxicity upon
increasing the charge and bulkiness, and hence the uptake
rates, were previously reported by us® for related benzimidazol-
2-ylidene complexes of platinum and more systematically by
Osella et al.'" for cisplatin, carboplatin, oxaliplatin and close
congeners.

DNA-interaction. While the canonical mechanism of action
of cisplatin and related coordination complexes of platinum(u)
rests upon coordinative bonds to DNA bases, cross-link for-
mation and eventually cell cycle arrest and apoptosis,*>
dence has accumulated that NHC-complexes of platinum may
interact with DNA in a different way, implying DNA aggrega-
tion rather than coordination and electrostatic rather than
covalent bonding.*” Therefore the DNA interaction of com-
plexes 1, 2, 6 and 7 was investigated in vitro by electrophoretic
mobility shift assays (EMSA) with circular plasmid DNA. All
complexes showed similar band shift patterns in EMSA experi-
ments (Fig. S8f) as previously tested neutral and cationic
imidazol-2-ylidene>* and some benzimidazol-2-ylidene com-
plexes.” The neutral complexes 1 and 6 gave rise to band shifts
of the compact covalently closed circular (ccc) form reminis-
cent of those caused by cisplatin, while the cationic complexes
2 and 7 did not shift the bands of the ccc form at concen-
trations up to 10 pM, yet at higher concentrations led to pre-
cipitation of DNA aggregates in the agarose gel pockets. In
other words, the neutral complexes 1 and 6 appear to interact
with DNA like cisplatin by forming coordination complexes
with DNA bases, while the cationic complexes 2 and 7 are
likely to aggregate DNA via electrostatic attraction. In ethidium
bromide saturation assays complexes 1 and 2 caused a distinct
concentration-dependent reduction of the fluorescence of ethi-
dium bromide intercalated in linear salmon sperm DNA,
exceeding that by cisplatin markedly (Fig. 3). It is reasonable
to assume that the complexes 1 and 2 interact with DNA like
some of the structurally related benzimidazol-2-ylidene plati-
num(i) complexes investigated by us earlier.” These bound to
DNA quickly via electrostatic attraction to its negatively
charged backbone which over time was replaced by tighter
coordinative bonding.

Cell cycle analysis. Previously, we found that certain imid-
azol-2-ylidene and benzimidazol-2-ylidene complexes of plati-
num(n) interfered with the cell cycle of cancer cells differently

evi-

Dalton Trans., 2020, 49, 8901-8910 | 8903
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Fig. 3 Relative fluorescence intensities of ethidium bromide, interca-
lated in linear salmon sperm DNA after 2 h treatment with 1, 2 or cispla-
tin in different concentrations. Experiments were conducted in triplicate
for each substance and concentration.
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Fig. 4 Cell cycle analysis of 518A2 melanoma cells after 24 h incu-
bation at 37 °C with 5 uM of 1 or 6, 500 nM of 2 or 7, and 2 uyM of CDDP
as a positive control. DMF was used as a negative control. Data shown
are based on three independent experiments per substance and
concentration.

from cisplatin which typically induces an S-phase or a twofold
S-phase cum G2/M-phase arrest.”® We now studied the effects
of complexes 1, 2, 6, 7, and cisplatin on the cell cycle of
518A2 melanoma cells (Fig. 4). While CDDP stops the cell cycle
of 518A2 melanoma cells during the S-phase, the neutral com-
plexes 1 and 6 had virtually no effect on the distribution of
cells in the individual phases of the cell cycle, apart from a
marginal rise in the G1-phase population. In contrast, the cat-
ionic complex 2 and its ethynyl-substituted derivative 7
initiated a pronounced G1-phase arrest of the melanoma cell
cycle, fully in line with earlier results for other cationic imid-
azol-2-ylidene platinum(n) complexes.® Two conclusions can
be drawn: first, both types of complexes 1/6 and 2/7 had effects
different from that of cisplatin, and second, the similarity of
the effects of complexes 1 and 2 and their respective ethynyl-
tagged derivatives 6 and 7 justifies the use of the latter as sur-
rogates in localisation studies.

Colocalisation. To test if the compounds accumulate in the
nucleus or if the differences in their modes of action from that

8904 | Dalton Trans., 2020, 49, 8901-8910
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of cisplatin originate from a different target location, we
treated 518A2 melanoma cells with the ethynyl-substituted
complexes 6 and 7 (30 min, 30 pM). The intracellular distri-
bution was visualized via Cu()-catalysed click reaction with
3-azido-7-hydroxycoumarin in a mixture of CuSO, and ascorbic
acid in BSA buffer. This gave a turquoise fluorescent triazole.
Confocal microscopy of the treated cells, co-stained with
Mitotracker™ (Thermofisher) found both complexes mainly to
be located at the mitochondria (Fig. 5). Using the framed cells
in Fig. 5, the Pearson correlation coefficient (PC) and Li’s colo-
calisation quotient (LICQ) were calculated as a measure of
colocalisation accuracy, using imageJ and the colocalisation
plugin JaCoP.">'* Both complexes showed high PC values (a
value of 1 corresponds to complete colocalisation) and LICQ
values (a value of 0.5 corresponds to complete colocalisation)
for the localisation of complexes 6 (PC: 0.89, LICQ: 0.46) and 7
(PC: 0.90, LICQ: 0.47) at the mitochondria of the selected cells.
This stands in stark contrast to the tendency of most known
platinum complexes to accumulate in the nucleus, but falls in
line with reports on charged and lipophilic complexes addres-
sing other cellular targets than nuclear DNA."”™"” There are
also many reports on complexes, predominantly of gold, of the
type “delocalized lipophilic cations” (DLC) accumulating in
mitochondria.'®*? DLCs are able to pass lipid layers and selec-
tively accumulate in mitochondria which feature a negative
inner transmembrane potential.**>*

Changes of the mitochondrial membrane potential ¥ and
of ROS levels. The accumulation of complexes 6 and 7 in mito-
chondria suggests that their closely related congeners 1 and 2
might also operate by a mitochondria-associated mechanism
of action. The integrity of the mitochondrial membrane poten-
tial AY (MMP AY) is a prerequisite for cellular functionality.
AY is built up by a H'-gradient across the inner mitochondrial
membrane and drives the ATP synthesis by oxidative phos-
phorylation.”® The impact of complexes 1, 2, 6, and 7 on the
MMP was evaluated using the cationic dye tetramethyl rhoda-
mine methyl ester (TMRM), which accumulates proportionally
to AY in the mitochondria. All complexes led to a significant
decrease of AY¥ with the parent complexes 1 and 2 slightly
more so than their alkyne-tagged derivatives 6 and 7 (Fig. 6). A
reduced AY lowers the amount of TMRM accumulating inside
the mitochondria and consequently leads to a reduced fluo-
rescence signal. Disruptions of the mitochondrial functionality
often lead to an increase of cellular ROS levels, which play a
pivotal role in cellular signaling, up to the point where they
can activate p21, causing a Gl-arrest and an upstream acti-
vation of p53.>”** Typical intracellular sources of ROS are per-
oxisomes, which are relevant to the oxidative metabolism of
long-chained fatty acids. During this metabolic pathway H,O,
is formed as a side product. Furthermore, mitochondria are a
main source of intracellular ROS due to the mitochondrial res-
piratory chain.***’ Cancer cells in general show elevated
levels of ROS due to their increased proliferation rate and
thus are prone to ROS-induced cell death.’® Therefore,
effects of all four complexes on the intracellular ROS level of
518A2 melanoma cells were determined, using the fluorescent

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2020
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Fig. 5 A: Schematic copper()-catalysed 1,3-dipolar azide—alkyne cycloaddition (CUAAC; click reaction) of ethynyl-substituted complexes 6 or 7
with 3-azido-7-hydroxycoumarin in a mixture of CuSO,4 and ascorbic acid in BSA buffer to give turquoise fluorescent triazoles. B: Localisation of
complexes 6 and 7 in 518A2 melanoma cells visualized via click reaction (turquoise) and documented by confocal fluorescence microscopy and co-
staining of the mitochondria with Mitotracker™ (red) 30 min after incubation with 30 pM of the complexes. Pearson’s coefficient (PC) and Li's colo-
calisation quotient (LICQ) were calculated for the marked cells (yellow box), using imageJd and JaCoP.*** Scale: white: 50 um, yellow 25 pym.
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Fig. 6 Relative MMP AY of 518A2 melanoma cells, determined by flu-
orescence of the cationic lipophilic dye TMRM, after treatment with
complexes 1, 2, 6, and 7 (each 10 pM, 1 h). Carbonyl cyanide m-chloro-
phenylhydrazone (CCCP, 10 pM) was used as a positive control and DMF
treated negative controls were set to 100%. Means + SDs were calcu-
lated from three independent experiments.

dye DCFH-DA, which is converted inside the cells to a non-
fluorescent dye, while in the presence of ROS it is oxidized to
highly fluorescent dicholorofluorescin. Treatment with each of
the complexes 1, 2, 6 or 7 led to an increase in the ROS level
which was most pronounced for the cationic complexes 2 and
7 (Fig. 7), in keeping with the greater cellular uptake of
complex 2 when compared with that of neutral complex 1.
Within the two pairs of corresponding un-tagged and alkyne-
tagged complexes 1/6 and 2/7, the ROS promoting effect of the
respective alkyne derivative, i.e. 6 or 7, was slightly greater
than that of the corresponding unt-tagged complex, i.e. 1 or 2.
The ROS level elevation by the neutral complexes 1 and 6 was
obviously insufficient to cause a G1 arrest, typical of ROS
induced cellular death,”>** as shown in Fig. 4

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2020
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Fig. 7 Increase of the intracellular ROS levels of 518A2 melanoma cells,
measured with DCFH-DA assays, after 1 h incubation at 37 °C with
10 pM of 1, 2, 6, 7 or CDDP as a positive control. DMF was used as a
negative control. Means + SD were calculated from three independent
experiments.

Effects on the cytoskeleton. Changes in cell cycle pro-
gression, mitochondrial function, and ROS levels are often
associated with changes in the structure of different com-
ponents of the cytoskeleton. Via immunofluorescence staining
of the microtubules and actin filaments of 518A2 melanoma
cells the effects of the complexes 1, 2, 6, and 7 on these cyto-
skeletal components were investigated. All complexes induced
visible changes in the cytoskeleton of 518A2 melanoma cells
(Fig. 8). In comparison to cells treated with DMF only, cells
treated with 3 pM or 6 pM of complex 1 showed stress fibre for-
mation throughout the cells and beginning decomposition of
the actin filaments. The microtubules appeared slightly more
diffuse than in the negative control and protruding more from

Dalton Trans., 2020, 49, 8901-8910 | 8905
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54 Publikation IV mit Darstellung des Eigenateils

Publikation IVentstand unter Mitarbeit von S W. Schleser und L. Kober. Mitarbeiter des Arbeitskreises

Organische Chemie | der Universitat Bayreuth unter der Leitung von Prof. Dr. R. Schobert.

5.4.1 Eigenanteil afPublikation 1V

Die Publikationwurde inJournal of Biological Inorganic Chemistryveroéffentlicht unter dem Titel

ARevisiting the anticancer properties of phosphasé{®sylpurine6-thiolato)gold(l) complexes and

their 9H-purine precursors
von den Autoren

Luisa Kobet, Sebastain WSchleset, Sofia |. Barund Rainer Schobert

* diese Autoren habernuzyleichen Anteilen zum Manuskript beigetragen

Eigenanteil: Konzeption, Durchfiihrung, Auswertung und graphischer Darsteltiang
Zytotoxizitatstests via MTAAssay,Durchfiihrung der EMSA Stdien und
Stabilitatsstudien mittels NMR

Luisa Kober Konzeption, Durchfihrung, Auswertung und graphischer Darstellung
folgender biochemischer Assayseitere Zytotoxizitatstests via MTT
Assay,zellulare Aufnahmemessungen, Zellzyklusmessungen, Messung der
ROS Level, TrxR AktivitdtsAssay, Caspase 3/7 AssayDH Assay,
Tubulinpolymerisationsassagcratch MigrationAssay, Comet Assay und

Tube formatiorAssay.

Zudem; Verfassen des Manuskripts gemeinsam mit Sebastian W. Schleser,

einschliellich der Diskussion und Interpretation der Ergehnisse

Sebastian WSchleser:  Synthese, Reinigung und Analytik der Testverbindungewie weitere
NMR Stabilitatsstudien.

Zudem; Verfassen des Manuskripts gemeinsam mituisa Kober

einschliellich der Diskussion und Interpretation der Ergebnisse

Rainer Schobert: Uberarbeitung, Diskussion und Korrektur des Manuskripts.
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5.4.2 Publikation IV

Revisiting the anticancer properties of phosphane(9
ribosylpurine -6-thiolato)gold(l) complexes and their 9Hpurine

precursors

Luisa Kobet, Sebastain W. Schlesesofia |. Barand Rainer Schobért

Organic Chemistry Laboratory, University of Bayreuth, Universitaetsstrasse 30,
95440 Bayreuth, Germany

"These authors contributed equally to this work.

U

*E-mail{rainer.schobert@usbayreuth.d

J. Biol. Inorg. Chem 2022, 27, 731

https://doi.org/10.1007/s0074®2-01968x
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55 Publikation V mit Darstellung des Eigenanteils

Publikation Ventstand unter Mitarbeit vdDr. B. BiersackMitarbeiter des Arbeitskreises Organische
Chemie | der Universitat Bayreuth unter der Leitung von Prof. Dr. R. Schobert sowie durch Kooperation
mit den Mitarbeitern A. Dittmer und B. Nitzsche des Instituts fur Physiologie Glearité
Universitatsmedizin Brlin unter der Leitung von Prof. Dr. M. Hopfner. Weiter trugei €-Avetisyan

und M. Féhling vom Institut fiwegetative Physiology der Charitéiversitdtsmedizin Berlin sowie.A
Klefenz und L. Kapsom Institut fir translationale Immunologie der Unsigitsmedizin delohannes

GutenbergUniversitadtMainz zur Entstehung der Publikation bei.

55.1 Eigenanteil arPublikation V

Die Publikation wurde ininternational Journal of Oncologyveréffentlicht, unter dem Titel

AChimeric HDAC and the cytoskeleton inhibitor broxbam as a novel therapeutic strategy for liver
FDQFHUS:

von den Autoren

Sofia I. Bar, Alexandra Dittmer, Bianca Nitzsche, Gohar-Aeetisyan, Michael Fahling Adrian
Klefenz, Leonhard Kaps, Bernhard BiersaRkjner Schobert und Michael Hopfner

Eigenanteil: Konzeption, Durchfihrung, Auswertung und graphischer Darsteltlasg
Zebrafisch Angiogenese Assays. Auswertung, grafische Darstellung und
Statistik der iCELLigence Messungen, des LDH Assays, der MMP und
Caspase 3 Aktivitats Messungsswie der HDAC und HDAC 6 Aktivitaten.

Zudem; Verfassen des Manuskripts einschliéBBlger Diskussion und

Interpretation der Ergebnisse und Revision des Manuskripts.

Alexandra Dittmer Durchfiihrung des Kristallviole#\ssays, der iCELLigence Messungen, des
LDH Assays, Western Blotting, der RJPCR, der Apoptose Nachweise, der

Immuofluoresenz Farbung und dé&cratch Wound Healingssays.
Gohar TerAvetisyan Durchfiihrung der siRNA Versuche, Western Blotting unddPCR.

Michael Féahling Durchfiihrung, statistische Auswertung und grafische Darstellung der
Western Blotting und R'GPCR Ergebisse.

Adrian Klefenz

undLeonhard Kaps Durchfiihrung des Kristallvioletund des LDHAssays.

Bernhard Biersack Broxbam Synthese und Korrektur des Manuskripts.
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Bianca Nitzsche,

Michael Hopfner

und Rainer Schobert  Uberarbeitung und Korrektur des Manupks, Manuskripts einschlieRlich
der Diskussion und Interpretation der Ergebnisse und Revision des

Manuskripts
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5.52 Publikation V

Chimeric HDAC and the cytoskeleton inhibitor broxbamas a

novel therapeutic strategy for liver cancer

Sofia I. Baf, Alexandra Dittmét;, Bianca Nitzschi&, Gohar TerAvetisyarf, Michael Fahling Adrian
KlefenZ, Leonhard Kags Bernhard BiersaékRainer Schobettind Michael Hopfnér

aQ0rganic Chemistry Laboratory, University of Bayreuth, Universitaetsstrasse 30,
95440 Bayreuth, Germany

® Physiology, CharitdJniversitatsmedizin Berlin, Corporate member of Freie Universitat Berlin,

HumboldtUniversitat zu Berlin and Berlin, Institute biealth, 10117 Berlin, Germany

¢Vegetative Physiology, Charidniversitatsmedizin Berlin, Corporate member of Freie Universitat

Berlin, HumboldtUniversitat zu Berlin and Berlin, Institute of Health, 10117 Berlin, Germany

4 Institute of Translational Immwlogy, University Medical Center of the Johannes Gutenberg

University, D55131 Mainz, Germany

*E-mail: bianca.nitzsche@charite.de

Int. J. Oncol.2022 60, 73

https://doi.org/10.3892/ij0.2022.5363
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5.6 Publikation VI mit Darstellung des Eigenanteils

Publikation Vlentstand unter Mitarbeit vddr. B. BiersackMitarbeiter des Arbeitskreises Organische
Chemie | der Universitat Bayreuth unter der Leitung von Prof. Dr. R. Schabei® unter Mitarbeit

von Rohan Pradhan von deare Group Sight Solutian Vadodara)ndien.

5.6.1 Eigenanteil arPublikation VI

Die Publikationwurde n Angewandte Pharmazieerdffentlicht unter dem Titel
ANew chimeric HDAC inhibitors for the treatmaaftcolorectal cance?

von den Autoren

Sofia I. Bar, Bernhard BiersacRohan PraddmundRainer Schobert

Eigenanteil: Konzeption, Durchfihrung, Auswertunggraphische Darstellungund
StatistikdesMTT Assays der Zellzyklusmessungles Colony Formation
Assays, deScratchMigration Assays, der ImmunofluoreszeAnalyse des
Mikrotubuli Zytoskeletts, der HDAC Aktivitatsmessung und der Western
Blots.

Zudem; Verfassen des Manuskripts einschlie3lich der Diskussion und

Interpretation der Ergebnisse und Revision des Manuskripts.

Rohan Pradhan Durchfiihrung derdocking Studien sowe Verfassen der entsprechenden
Manuskriptpassagen.
Bernhard Biersack Synthese und Charakterisierung der Testsubstanzen sowie Verfassen der

entsprechenden Manuskriptpassagen.

Rainer Schobert Uberarbeitung und Korrektur des Manuskripts, einschlieRlich de

Diskussion und Interpretation der Ergebnisse und Revision des Manuskripts
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5.6.2

Publikation VI

New chimeric HDAC inhibitors for the treatment

of colorectal cancer
Sofia I. Bar®", Rohan Pradhat Bernhard Biersackand Rainer Schobett

aQrganic Chemistry Laboratory, University of Bayreuth, Universitaetsstrasse 30,
95440 Bayreuth, Germany

b Care Group Sight Solution Pvd. Ltd., Dabhasa, Vadodara, 391440, India

*E-mail;

sofia.baer@unbayreuth.d

D

Arch. Pharm Inorg, 2023, 356, 2200422

https:

//doi.org/10.1002/ardp.202200422
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'H NMR spectrum df
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13C NMR spectrum &
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IHNMR spectrum o8
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BCNMR spectrum o8
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IHNMR spectrum oAnimthioxam
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BBCNMR spectrum oAnimthioxam
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IHNMR spectrum 0%
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BCNMR spectrum ob
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IHNMR spectrum of
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BCNMR spectrum o6
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'HNMR spectrum of
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IHNMR spectrum o8
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BCNMR spectrum o8
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IHNMR spectrum oBrimbam
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1BCNMR spectrum oBrimbam
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5.7 Publikation VII mit Darstellung des Eigenanteils

Publikation Vllentstand unter Mitarbeit von Dr. B. Biersack Mitarbeiter des Arbeitskreises Organische

Chemie | der Universitat Bayreuth unter der Leitung von Prof. Dr. R. Schobert

5.7.1 Eigenanteil arPublikation VII

Die Publikation wurde inlnvestigational New Drugweréffentlicht unter dem Titel

2D cell cultures, as a surrogate for animal models, enhance the diagnostic value of preclinical in
vitro investigations by adding information on the tumour microenvironment: a comparative study of
new duaimode HDAC inhibitor$

von den Autoren

Sofia |. Bar Bernhard Biersacknd Rainer Schobert

Eigenanteil: Konzeption, Durchfihrung, Auswertung, graphische Darstellung und
Statistik der biochemischen Assays; MCTS Generation und
Wachstumguantifizierung Pl Farbung, Caspase 9 Immunofluoreszenz
LDH Assay, ROS Assay und Generation wowitro Mikrotumoren.

Zudem; Verfassen des Manuskripts einschlie3lich der Diskussion und

Interpretation der Ergebnisse und Revision des Manuskripts.

Bernhard Biersack: Synthese und Charakterisierung der Testsulzen sowie Verfassen der
entsprechenden Manuskriptpassagen.

Rainer Schobert: Uberarbeitung und Korrektur des Manuskripts
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57.2 Publikation VII

3D cell cultures, as a surrogate for animal models, enhance the
diagnostic value of preclinical in vitro investigations by adding
information on the tumour microenvironment: a comparative

study of new duatmode HDAC inhibitors

Sofia I. Baf, Bernhard Biesack and Rainer Schob@rt

aQ0rganic Chemistry Laboratory, University of Bayreuth, Universitaetsstrasse 30, 95440 Bayreuth,

Germany

*E-mail: sofia.baer@unibayreuth.de

Invest. New Drugs2022 40, 953
https://doi.org/10.1007/s106322-0128G0
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