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Zusammenfassung

Die meistvorkommende maligne Erkrankung bei Méannern zwischen 20 und 45 Jahren ist der testikulare
Keimzelltumor (TKZT). Mit platinbasierter Chemotherapie kdnnen bis zu 80 Prozent aller Patienten
erfolgreich behandelt werden. Bei den verbleibenden 20 Prozent der Félle hingegen kommt es hdufig
zur Entwicklung von Platinresistenzen, wodurch sich die Finf-Jahres-Uberlebensrate drastisch senkt.
Fir diese sehr junge Patientengruppe ist die Entwicklung neuer Therapieansétze dringend notwendig.

Als vielversprechender Ansatz in der Tumortherapie hat der Einsatz von Dualinhibitoren in den letzten
Jahren an Bedeutung gewonnen. In dieser Arbeit wurde Animacroxam, eine dual wirksame Substanz
bestehend aus einer Histonedeacetylase- (HDAC) und einer Zytoskelett-inhibierenden Pharmacophore,
auf ihre Wirksamkeit in testikularen Keimzelltumoren untersucht. Die Wirkung von Animacroxam
wurde dabei mit der Wirksamkeit des Goldstandards in der TKZT-Therapie Cisplatin und dem klinisch
zugelassenen HDAC-Inhibitor (HDACI) Vorinostat verglichen.

Animacroxam zeigte dabei eine dosisabhéngige Proliferationshemmung in TKZT-Zellen von bis zu 95
Prozent, ungeachtet der Cisplatinsensitivitdt der untersuchten Zelllinien. Dabei konnte keine
unspezifische  Zytotoxizitdt in  den  verschiedenen  Zelllinien  festgestellt  werden.
Zellzyklusuntersuchungen ergeben, dass Animacroxam zu einer ausgepragten Akkumulation von Zellen
in der GO/G1-Phase der untersuchten TKZT-Zellen fiihrt. Zusétzlich konnte gezeigt werden, dass
Animacroxam die Bildung von Aktin-Stressfasern induziert. Dies bestétigt, dass der Imidazolanteil das
Zytoskelett der untersuchten TKZT-Zellen direkt angreift. Zusétzlich wurde auch die Migration von
TKZT-Zellen durch Animacroxam signifikant gehemmt. AuBerdem konnte gezeigt werden, dass
Animacroxam dosisabhéngig zu einem Zusammenbruch des intrazelluldren Glukosestoffwechsels in
TKZT-Zellen fuhrt und die Angioge- nese von Endothelzellen in vitro hemmt. Zusatzlich kam es zu einer
Reduktion von Connexin 43 (Cx43) und zu einer Inhibition der gapjunktionalen Zell-
Zellkommunikation.

Die antineoplastischen und antiangiogenen Effekte von Animacroxam wurden in einem erweiterten
Chorioallantoismembran (CAM)-Modell befruchteter Hihnereier in vivo untersucht. Moderne
Magnetresonanztomographie-Bildgebung (MRT) und Positron-Emissions-Tomographie-Bildgebung
(PET) wurden zur Bestimmung des Tumorvolumens und zur Messung der Aufnahme von radioaktiv
markierter Glukose (2-Fluor-2-desoxy-D-glucose oder F'8-FDG) verwendet. So konnte ein deutlich
reduziertes Tumorvolumen sowie eine signifikant reduzierte Aufnahme von Glukose in auf der CAM
inokulierten TKZT nach Behandlung mit Animacroxam festgestellt werden.

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass der Dualinhibitor Animacroxam einen vielversprechenden Ansatz zur
Behandlung von TKZT darstellt. Um zu einer abschlieBenden Bewertung der Wirksamkeit von
Animacroxam zu gelangen, werden weitere In-vivo-Untersuchungen benétigt. Die vorliegenden Daten
kénnen als Grundlage dazu dienen.



Abstract

The most common malignancy in males between 20 and 45 years of age is the testicular germ cell tumor
(TGCT). Using platin-based chemotherapy, up to 80 percent of the patients can be cured. However, the
remaining 20 percent often develop cisplatin resistance, which reduces the five-year survival rate
considerably. Therefore, this young patient group urgently needs the development of new treatment
strategies.

As a promising approach in tumor therapy, the development of dual-mode inhibitors has gained
increased attention over the last years. In this study, the new dual-mode inhibitor animacroxam,
comprising of a histonedeacetylase- (HDAC) and a cytoskeleton-inhibitory pharmacophore, is
investigated for the first time to assess the effectiveness in TGCT. The effect of animacroxam is
compared with the effects of the gold standard on TGCT therapy, namely cisplatin and the established
HDAC-inhibitor (HDACI) vorinostat.

Animacroxam shows a dose-dependent proliferation inhibition in TGCT cells up to 95 percent,
irrespective of the cisplatin sensitivity of the investigated cell lines. Additionally, animacroxam does not
induce unspecific cytotoxicity. Cell-cycle investigations reveal a pronounced accumulation of cells in
the GO/G1-phase of the cell cycle after incubation with animacroxam in the investigated TGCT cell
lines. Animacroxam is also able to induce the formation of actin-stressfibers, thereby directly targeting
the cytoskeleton of the TGCT cells. Furthermore, the migration of TGCT cells is significantly inhibited
after incubation with animacroxam. Investigations on the glucose metabolism of TGCT cells revealed
that animacroxam causes a dose-dependent breakdown of cellular glycolysis. Animacroxam is also able
to inhibit angiogenesis in vitro and cause a significant reduction of connexin 43 (cx43) and a concomitant
inhibition of the gap-junctional intercellular communication in endothelial cells.

The antineoplastic and antiangiogenic effects in vivo were investigated using an advanced
chorioallantoic membrane (CAM) model of fertilized chicken eggs. State-of-the-art magnet resonance
imaging (MRI) and positron-emission tomography (PET) were used to non-invasively determine the
tumor volume and the uptake of radioactive labeled glucose (*¥F-FDG) of inoculated TGCT on the
CAM. Treatment with animacroxam induces a significantly reduced tumor volume and glucose uptake
in inoculated TGCTs.

This study shows that the dual-mode inhibitor animacroxam is a promising candidate for the treatment
of TGCT. Further in vivo investigations are warranted for a final evaluation of the effectiveness of
animacroxam. The presented data may serve as a basis for these investigations.



1. Einleitung
1.1 Testikulare Keimzelltumore

Testikulare Keimzelltumore (TKZT) stellen die hdufigste maligne Tumorerkrankung bei jungen
Méannern zwischen 20 und 45 Jahren dar. TKZT werden unter histologischen und klinischen
Gesichtspunkten in Seminome und Nichtseminome unterteilt [1]. Bis zu 80 Prozent der Patienten kdnnen
mit platinbasierter Chemotherapie (Kombinationstherapie) geheilt werden [2,3]. Diese Therapieform
weist jedoch starke Nebenwirkungen auf und kann bei Patienten mit Leber- oder Nierenschéden sowie
bei Patienten in schlechter kdrperlicher Verfassung haufig nicht eingesetzt werden [4]. Bei bis zu 20
Prozent der Patienten kommt es zur Entstehung von Cisplatinresistenzen. Patienten mit einer solchen
Cisplatinresistenz kénnen auch mit hoch dosierter Chemotherapie nur in der Halfte der Falle geheilt
werden [5]. Zusétzlich erhoht eine platinbasierte Kombinationstherapie die Wahrscheinlichkeit von
Langzeitnebenwirkungen wie neurologischen Erkrankungen, gastrointestinalen Toxizitaten,
Nierenversagen und Ototoxizitét [6]. Aus diesen Griinden sind die Identifizierung und Entwicklung von
neuen, platinfreien Substanzen dringend notwendig.

1.2 Histondeacetylasen und ihre Bedeutung in Tumoren

Seit einigen Jahren ist die Inhibition von Histondeacetylasen (HDAC) mit niedermolekularen
Inhibitoren, sogenannten HDAC-Inhibitoren (HDACI), in den Fokus der therapeutischen Behandlung
verschiedener  Krebsarten gerickt. HDACs und ihre molekularen Gegensticke, die
Histonacetyltransferasen (HAT), spielen eine wichtige Rolle bei der Umstrukturierung des Chromatins
und damit bei der epigenetischen Regulierung des zelluldren Metabolismus, Wachstums und der
Zelldifferenzierung [7,8]. Bei der epigenetischen Regulierung bestimmen Faktoren wie HDACs, welche
Gene in welchem Mal abgelesen werden. HDACs werden aufgrund ihrer Eigenschaften und ihrer
Lokalisation innerhalb der Zellen in vier Klassen (1-1V) eingeteilt [9]. In TKZT ist eine Uberexpression
von HDACs der Klasse | mit einer
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Abbildung 1. Ungleichgewicht der HDAC- und HAT-Aktivitat in einer dadurch —zu  einer — erhGhten

Tumorzelle.  Abbildung  adaptiert von:  http://www.crystalgeno-  Zellaktivitat und dem Verlust der
Apoptosefahigkeit [11,12]
(Abbildung 1).

1.3 Die Inhibition von Histondeacetylasen in der Tumortherapie

Bis heute sind nur sehr wenige HDACI fur die klinische Anwendung zugelassen. Vorinostat
(suberanilohydroxamic acid oder SAHA), ein HDACi auf Hydroxamsdure-Basis, wurde im Jahr 2006
durch die US Food and Drug Administration (FDA) zur Therapie des kutanen T-Zell-Lymphoms
(CTCL) zugelassen. Im selben Jahr wurde Vorinostat auch flr die Behandlung verschiedener weiterer
maligner Tumorerkrankungen zugelassen. Der HDACI Belinostat gehort wie Vorinostat zur Klasse der



Hydroxamsduren und wurde im Jahr 2014 zur Therapie des peripheren T-Zell-Lymphoms (PTCL)
zugelassen.

Romidepsin ist ein weiterer zugelassener HDACIi aus der Klasse der zyklischen Peptide. Romidepsin
wurde Ende des Jahres 2009 zur Therapie von T-Zell-Lymphomen und im Jahr 2011 zur Therapie des
PTCL bei Patienten, die mindestens eine vorherige Therapie erfolglos durchlaufen haben, zugelassen.
Die therapeutischen Erfolge dieser Verbindungen sind jedoch bislang unzureichend [13-15]. Aus
diesem Grund wurden neuartige Hybridverbindungen hergestellt, welche HDAC-inhibitorische
Eigenschaften mit weiteren Angriffspunkten in Tumorzellen kombinieren und dadurch additive oder
synergistische Effekte, unter anderem auch in platininsensitiven Tumorentitaten, erzielen [16].

1.4 Das Zytoskelett als therapeutische Zielstruktur

Einen weiteren Ansatz zur gezielten medikamentdsen Tumortherapie stellt die Stérung des Zytoskeletts
dar. Das Zytoskelett besteht aus Mikrotubuli, Intermediérfilamenten und Aktinfilamenten, welche flr
die strukturelle Stabilitat der Zellen sorgen. Die Filamente des Zytoskeletts ermdglichen intrazellulare
Transportprozesse, fixieren Zellorganellen wie Mitochondrien innerhalb der Zelle und sind an der
Zellteilung beteiligt. In  Tumorzellen ist das Zytoskelett haufig in seiner dynamischen
Anpassungsfahigkeit modifiziert und erméglicht damit Migration und Metastasierung. In der Therapie
von TKZT wurde diese Erkenntnis bereits erfolgreich genutzt, indem die Dynamik des Zytoskeletts mit
spezifischen Inhibitoren angegriffen wurde. So wird beispielsweise das Tubulin-angreifende Vinca-
Alkaloid Vinblastin hdufig zusammen mit Cisplatin verabreicht [17]. Dabei kondensieren die
zytoskelettalen Filamente und die Zelle verliert ihre Fahigkeit, sich zu teilen und zu migrieren. Auch
wurden sogenannte vascular disrupting agents, welche die Bildung und Funktion von Blutgefalien
hemmen, wie Combretastatin-A4 als Tubulin-Polymerisationsinhibitor geprift [16]. Von diesem
Combretastatin-A4 leitet sich Brimamin ab, die VVorlaufersubstanz von Animacroxam. Brimamin besteht
lediglich aus einem Imidazolanteil und ist noch nicht an eine Hydroxamsdure gekoppelt, welche die
HDAC-inhibierenden Eigenschaften liefert [18].

1.5 Dualinhibitoren zur Therapie von Tumoren

Seit einiger Zeit hat sich die Entwicklung von dual wirksamen Substanzen zur Therapie von
Tumorerkrankungen als wirksamer Ansatz erwiesen. Hierbei werden durch molekulare Hybridisierung
zwei oder mehr Pharmakophoren in einem Molekil verschmolzen, um unterschiedliche molekulare
Zielstrukturen von Tumorzellen gleichzeitig anzugreifen [16]. Verschiedene Molekilgruppen, unter
anderem auch HDAC-inhibitorische Gruppen wie Hydroxamsauren, werden an andere Substanzen wie
Tyrosin-Kinase-Inhibitoren, DNA-schadigende Verbindungen oder Verbindungen, die das Zytoskelett
angreifen, gekoppelt [16,19].

1.6 Der Glukosemetabolismus als Angriffspunkt

Gesunde Zellen metabolisieren Glukose durch oxidative Phosphorylierung in Mitochondrien zur
Produktion von Adenosintriphosphat (ATP). In Tumorzellen hingegen wird ein Grofteil der Glukose in
Laktat umgesetzt. Dieses Phdanomen der metabolen Veranderung wird Warburg-Effekt genannt [20].
Durch Sauerstoffmangel kann der Citratzyklus nicht mehr stattfinden, sodass direkt Laktat produziert
und durch die Zellen ausgeschieden wird. Somit hat die Zelle nur noch die Mdglichkeit tber die
ineffiziente Glykolyse Energie zu gewinnen. Otto Warburg beschrieb dies als die wichtigste
metabolische Veranderung in der Entstehung von Krebs [21]. Der Warburg-Effekt spielt auch in TKZT
eine Rolle und wird mit einem aggressiveren Tumorverhalten assoziiert [22].

1.7 Der dual wirksame Inhibitor Animacroxam

Bei der im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Substanz Animacroxam (4-(1-methyl-4 anisylimidazol-
5-yl)-N-hydroxycinnamidehydrochloride) handelt es sich um einen Dualinhibitor, der aus einem
Imidazol-Anteil und einer Hydroxamsdure besteht. Mahal et al. konnten bereits zeigen, dass
Animacroxam in Melanomzellen (518A2-Zellen) die HDAC-Aktivitat senkt und zur Acetylierung von
Tubulin, vermutlich Uber spezifische Inhibierung von HDACS6, fuhrt [23]. Das gekoppelte 4,5-
Diarylimidazol leitet sich aus Combretastatin-A4 ab und greift erwiesenermaen das Zytoskelett und
damit die zellulére Integritdt und Beweglichkeit von Zellen an [16,23]. Weitere Untersuchungen von
Mahal et al. konnten zeigen,
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Abbildung 2. Struktur der untersuchten
Substanz Animacroxam (4-(1-methyl-4-
anisylimidazol-5-ylI)-N-hydroxycinnami-
dehydrochloride).

1.8 Ziele der Arbeit

Da die aktuelle Therapie von TKZT trotz ihrer guten Erfolgschancen auf Heilung immer noch viele
Patienten ausschlief3t, ist die Entwicklung von neuen, platinfreien Therapieansatzen essenziell. Der
duale Ansatz von Animacroxam birgt die Chance, mehr Patienten, darunter auch solche, die nicht mit
platinbasierter Chemotherapie geheilt werden kénnen, erfolgreich zu therapieren.

Das erste Ziel dieser Arbeit ist festzustellen, ob Animacroxam in der Lage ist, in TKZT-Zellen mit
unterschiedlicher Cisplatinsensitivitat in vitro die Proliferation zu hemmen und Apoptose auszulésen.

Das zweite Ziel der Arbeit ist zu Uberpriifen, ob Animacroxam auch in TKZT-Zellen in vitro erfolgreich
als Dualinhibitor eingesetzt werden kann, um HDACSs zu inhibieren und gleichzeitig das Zytoskelett
anzugreifen.

Da TKZT héufig einen gesteigerten Bedarf an Glukose aufweisen, wird als drittes Ziel Uberprift, ob
Animacroxam den Glukosestoffwechsel von TKZT-Zellen in vitro beeinflussen kann.

Die Versorgung von Tumoren mit Sauerstoff und Nahrstoffen (iber BlutgeféRe spielt bei TKZT eine
wichtige Rolle fiir das Tumorwachstum. Deshalb wird als viertes Ziel Gberpriift, ob Animacroxam die
Bildung von Kapillarstrukturen durch Endothelzellen in vitro hemmen kann.

Um die In-vitro-Ergebnisse in vivo zu validieren, werden nachfolgend verschiedene In-vivo-
Untersuchungen an der Chorioallantoismembran (CAM)-Modell befruchteter Hiihnereier untersucht.

Das fiinfte Ziel ist die In-vivo-Uberprifung der Wachstumsinhibition am CAM-Modell mittels der
kliniknahen und nicht-invasiven Magnetresonanztomographie (MRT).

Das sechste Ziel ist die Uberpriifung der Glukoseaufnahme in vivo mittels der Positron-Emissions-
Tomographie (PET).

Das siebte Ziel ist die Bestimmung der antiangiogenen Potenz von Animacroxam in vivo.



2. Material und Methoden

2.1 Zellmodelle
Folgende Zellmodelle wurden in dieser Arbeit untersucht:
2102EP-Zellen: TKZT-Zellen  (Nichtseminom, Teratokarzinom &  Dottersacktumor).

Halbmaximale inhibitorische Konzentration (ICso-Wert) fiir Cisplatin;
1.36+0.12 uM). Die 2102EP-Zellen wurden freundlicherweise von Herrn PD
Dr. Friedemann Honecker (ZeTuP St. Gallen, Schweiz) zur Verfligung gestellt
[24].

2102EPR-Zellen: TKZT-Zellen. Herkunft wie 2102EP-Zellen (ICso-Wert fir Cisplatin;
8.96 + 0.87 uM). Die Cisplatinresistenz wurde durch wiederholte Kultivierung
der Zellen mit sublethalen Dosen Cisplatin erzeugt.

NCCIT-Zellen: TKZT-Zellen (Nichtseminom, Teratokarzinom) (ICso-Wert fur Cisplatin;
5.94 + 0.50 uM). Die NCCIT-Zellen wurden freundlicherweise von Herrn PD Dr.
Friedemann Honecker (ZeTuP St. Gallen, Schweiz) zur Verfigung gestellt.

EA.hy926-Zellen: Zelllinie aus der Kreuzung von Endothelzellen der Nabelvene und einer
Lungenkarzinomzelllinie. ATCC-Nummer: CRL-2922.

Die 2102EP-Zellen, die 2102EPR-Zellen, die NCCIT-Zellen und die EA.hy926-Zellen wurden in
dulbecco’s modified eagles medium (DMEM)/F12-(1:1)-Medium (Life Technologies™ Gibco®,
Carlsbad, USA) mit folgenden Zusétzen kultiviert: 10% fotales Kélberserum (FKS), 2 pM L-Glutamin,
50 Units/mL Penicillin und 50 pg/mL Streptomycin.

Alle untersuchten Zelllinien wurden bei finf Prozent CO2und 37°C kultiviert.
2.2 In-vitro-Experimente

Um die Wirksamkeit von Animacroxam in TKZT-Zellen in vitro zu bestimmen, wurden die folgenden
Versuche durchgefuhrt:

Bestimmung der Wachstumsinhibition

Die wachstumsinhibitorische Potenz von Animacroxam wurde mit der Kristall-Violett-Farbung ermittelt
[25]. Dazu wurden TKZT-Zellen mit Animacroxam (0 - 3,2 uM) oder Vorinostat (0 - 10 uM) behandelt
(0 - 96 Stunden). Das Kristallviolett (N-Hexamethyl-Pararosanilin) lagert sich an der DNA der Zellen
an und kann in einer spektrometrischen Messung als MaR fir die Zellzahl gemessen werden. Die
Bestimmung der 1Cso-Werte erfolgte (ber eine nichtlineare Regression mittels der Software Graphpad
Prism (Version 7.00). Die Messung der Wachstumsinhibition mittels Kristall-Violett-Farbung wurde
zusétzlich durch Echtzeitmessungen (0 - 72 Stunden und 0 - 2,0 UM Animacroxam) mit dem iCelligence
Systems (ACEA, Biosciences, USA) bestatigt. Das ICelligence System nutzt Impedanzmessungen, um
damit das Zellwachstum zu ermitteln [25].

Messung der Apoptoseinduktion

Ein Anstieg in der Caspase-3-Enzymaktivitat als MaR fir die Apoptoseinduktion wurde in allen
untersuchten TKZT-Zelllinien nach 48-stiindiger Inkubation mit Animacroxam (0 - 2,0 uM) oder
Vorinostat (0 - 10 uM) mittels der Umsetzung eines fluorometrischen Substrats gemessen. Das Substrat
AC- DEVD-AMC (N-actetyl-Aspartat-Glutamin-Valin-Aspartat) wird durch aktive Caspase-3 gespalten
und ermdglicht somit die Fluoreszenz des freigesetzten AMC. Die Fluoreszenz wurde mit einem
VersaFluor Fluorometer (Bio-Rad, Deutschland; Ex 360/40 nm, Em 420/60 nm) gemessen [25].

Untersuchungen der Zellzyklusverteilung

Die Zellzyklusverteilung der TKZT-Zellen nach 48-stiindiger Behandlung mit Animacroxam (0 - 0,8

MM) oder Vorinostat (0 - 2,2 uM) wurde durchflusszytometrisch bestimmt (FACSCanto Il, BD
Biosciences, Deutschland). Dabei wird die DNA der Zellen mit dem Farbstoff Propidiumiodid
angefarbt. Die DNA-Menge der untersuchten Zellen kann als MaR flr die Zellzyklusverteilung genutzt
werden [26]. So wurde die Zellzyklusverteilung der behandelten Zellen mit der Software BD



FACSDIVA v6.1.3 (BD Biosciences, Deutschland) bestimmt und ausgewertet [25].
Messungen der Proteinexpression (Western-Blot)

Verénderungen der Proteinexpression von proliferativen, apoptotischen oder zellzyklusregulierenden
Proteinen wurden nach Behandlung mit Animacroxam (0 - 2,0 uM) oder Vorinostat (0 - 2,0 uM) mittels
Western-Blot-Analyse in cisplatinsensitiven und -resistenten 2102EP(R)-Zelllysaten uberprift [25].
Bilder der Blots wurden mit einem Celvin-S-Entwickler (Biostep, Burkhardtsdorf, Deutschland) und der
Software SnapAndGo 1.8.1 (Rev.23) aufgenommen. Zelllysate von EA.hy926-Zellen wurden nach
Behandlung mit Animacroxam (0 - 2,5 pM) oder Vorinostat (0 - 5,0 uM) tberpruft. Bilder wurden mit
einer Fusion SL-Kamera (Vilber Gourmet, Eberhardzell, Deutschland) gemacht. Die Quantifizierung
wurde mit der Software ImageJ (Version 2.0.0) vorgenommen.

Tabelle 1. Liste der verwendeten primaren und sekundéren Antikorper.

Priméarantikorper Verdinnung Hersteller

BCL-2 1:1000 Santa Cruz Biotechnology
BAX 1:1000 Santa Cruz Biotechnology
APAF1 1:1000 Cell Signaling Technology
Cyclin D1 1:200 Sigma-Aldrich
Connexin43 1:10000 Sigma-Aldrich

BPGM 1:5000 Novus Biologicals

Tubulin beta2B 1:5000 OriGene Technologies, Inc
GLUT1 1:1000 ThermoFischer

GAPDH 1:5000 Calbiochem, Merck
Sekundéarantikorper Verdunnung Hersteller
ECL™Anti-mouse igG 1:10000 GE Healthcare UK Limited
ECL™Anti-rabbit igG 1:10000 GE Healthcare UK Limited

Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen

Veranderungen des Zytoskeletts wurden in 2102EP-Zellen mittels Fluoreszenzmikroskopie bestimmt
[25]. 2102EP-Zellen wurden fur 3 bis 48 Stunden mit Animacroxam (0 - 2,0 uM) oder Vorinostat (0 -
2,0 uM) behandelt, anschlieend mit vierprozentigem Paraformaldehyd fixiert und mit einem Maus-
anti-human alpha-Tubulin-Antikérper (1:500) bei 4°C Uber Nacht inkubiert. Nach Inkubation mit einem
Sekundérantikorper (anti-Maus, 1:500) wurden die Zellen mit Phalloidin (568nm, 1:200) zur Farbung
der Aktinfasern inkubiert. Zur Gegenféarbung der Zellkerne diente 4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)
(2:10.000). Zur Kontrollbehandlung von 2102EP-Zellen wurde dimethylsulfoxid (DMSO) (< 0.01%)
verwendet. Fluoreszenzmikroskopie wurde mit einem Axioskop 40-Mikroskop (Zeiss, Oberkochen,
Deutschland) mit einem 40-fachen Objektiv (EC Plan-Neofluar 40x/1,30 Oil, Zeiss, Oberkochen,
Deutschland) durchgefiihrt. Bilder wurden mit einem Kappa Digital Kamera System (Kappa optronics
GmbH, Gleichen, Deutschland) aufgenommen.

Migrationsverhalten

Ob eine Verdnderung der Aktin- und Tubulin-Organisation von 2102EP-Zellen Einfluss auf die
Migration der Zellen hat, wurde mittels Scratch-Assays untersucht. Die Zellen wurden ausgesat, sodass
ein dichter Zellrasen entstand. Dann wurde ein Schnitt in den Zellrasen gemacht und die Zellen fiir 24
Stunden mit Animacroxam (0 - 1,0 uM) behandelt. Nach 24 Stunden wurde gemessen, inwieweit der
Schnitt durch migrierende Zellen geschlossen worden ist. Bilder wurden mit einem Axiovert 135 TV-
Mikroskop (Zeiss, Jena, Deutschland) aufgenommen und mit der Analysesoftware TScratch, Version 1.0
(CSE lab, Zirich, Schweiz), ausgewertet [25].



HDAC-Enzymaktivitat

Um die HDAC-Inhibition durch Animacroxam nachzuweisen, wurde die gesamte Enzymaktivitat der
HDACs mittels eines Epigenase HDAC Activity/Inhibition Direct Assay Kit gemessen [25]. Dafur
wurden 15ug nukleéres Extrakt pro Probe von 2102EP-Zellen mit Animacroxam (0 - 1,0 uM) auf 96-
Well-Platten inkubiert. Die Deacetylierung eines hinzugefiigten Substrats welches einen Farbumschlag
auslost wurde, als Mal? der HDAC-Enzymaktivitat, photometrisch in einem Elisa-Reader (450nm)
(Dynex Technologies) gemessen.

Hexokinase Aktivitat

Hexokinasen (HK) phosphorylieren Glukose zu Glukose-6-Phosphat damit Glukose nicht aus der Zelle
hinaus diffundieren und in der Zelle glykosyliert werden kann. Die Gesamtaktivitat der HKs wurde
mittels eines kolorimetrischen HK-Aktivitatsassays (Abcam, Cambridge, MA, USA) gemessen. Bei der
Umwandlung von Glukose zu Glukose-6-Phosphat wird eine Fluorophore freigesetzt, welche als Maf3
der HK-Enzymaktivitdt gemessen werden kann. 2102EP-Zellen wurden auf 6-Well-Platten bei 80-
prozentiger Konfluenz ausgesét. HK-Enzymaktivitat wurde 24 und 48 Stunden nach Behandlungsbeginn
(0 - 1,0 uM Animacroxam) gemessen [27].

Quantifizierung der Laktatmenge

Bei der aeroben Glykolyse wird Glukose zu Laktat umgewandelt. Das produzierte Laktat kann als Maf
fiir den Glukosestoffwechsel gemessen werden. Die Laktatmenge im Uberstand behandelter 2102EP-
Zellen (Animacroxam 2,0 uM, Vorinostat 2,0 uM) wurde mittels eines ABL825 Flex Blut-Gas-
Messgerats gemessen (Radiometer GmbH, Germany). Die bestimmten Werte wurden auf die
Proteingesamtmenge, als Referenz zur eingesetzten Zellzahl, normalisiert [27].

Messung der reaktiven Sauerstoffspezies (ROS)

Die Bildung zytosolischer reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) kann in Zellen zu oxidativem Stress und
Zelltod fihren. Um zu ermitteln, ob die Behandlung von TKZT mit Animacroxam (2,0 uM), Vorinostat
(2,0 uM) oder Brimamin (2,0 uM) zu erhdhten ROS-Werten fiihrt, wurde die Oxidierung des ROS-
sensitiven Fluoreszenzfarbstoff CellROX Orange (Thermo Fisher, Massachusetts, USA) fluoreszenz-
mikroskopisch bestimmt [28]. Wasserstoffperoxid (H20,) wurde als Positivkontrolle verwendet. Fluo
reszenzaufnahmen (ex/em 546/575 nm) wurden mittels eines Axioskop 40-Mikroskops (Zeiss, Jena,
Deutschland) und eines Digitalkamerasystems (DX4-285FW, Kappa Optronics, Gleichen, Germany)
aufgenommen.

Messung von Glutathion als Antioxidanzmechanismus

Glutathion (GSH) gehort zu den wichtigsten als Antioxidans wirkenden Stoffen im menschlichen Koérper
und halt die Produktion von ROS in einem sensitiven Gleichgewicht, damit kein Zellschaden durch hohe
Mengen von ROS entsteht. Die Oxidierung von GSH zu GSSG wurde nach Behandlung mit
Animacroxam (2,0 pM), Vorinostat (2,0 uM) oder Brimamin (2,0 uM) mittels eines fluorometrischen
Kits, dem GSH-GLO Glutathione-Assay (Promega, Heidelberg, Deutschland), gemessen [29]. Das
Verhaltnis von GSH zu GSSG gibt Auskunft Uber die antioxidative Kapazitat von GSH.

In-vitro-Bestimmung der Angiogenese

Endothelzellen sind in der Lage, nach Stimulation mit dem Vascular Endothelial Growth Factor
(VEGF) kapillardhnliche Strukturen in vitro auszubilden. Dieser sogenannte Tube-Formation-Assay
eignet sich deshalb zur Untersuchung von antiangiogenen Substanzen in vitro. Zur Untersuchung der
antiangiogenen Eigenschaften von Animacroxam und Vorinostat in vitro wurden 2.0 x 10* EA.hy926-
Zellen auf mit Matrigel beschichteten (Corning Life Sciences, Tewskbury MA, USA) Zellkulturplatten
(Ibidi, Miinchen, Deutschland) ausgesdt. Nach 16-stindiger Inkubation mit Animacroxam
(1,0 — 2,5 uM) oder Vorinostat (2,0 — 5,0 uM) wurden Bilder der Kapillarstrukturen mit einem Eclipse
T-Mikroskop (Nikon Europe, Amsterdam, Niederlanden) aufgenommen. Quantifizierung fand manuell
tber das Auszadhlen von Kapillarstrukturen statt [27].



Messung der gapjunktionalen Zell-Zellkommunikation

Die interzelluldre Zell-Zellkommunikation (ber sogenannte Gap Junctions, die Verbindungskanéle
zwischen Zellen bestehend aus Connexinen, ist eine wichtige Eigenschaft mikrovaskulérer
Endothelzellen und Voraussetzung fur lokale vaskuldre Adaptation und das angiogene Wachstum von
Kapillaren [30]. Connexine sind Transmembranmolekule, welche sich als Poren zusammensetzen und
die Zell-Zellkommunikation ermdglichen. Als MaBR fir die Zell-Zellverbindungen kann die
Diffusionsweite eines Farbstoffes durch die Zellen mittels eines Scrape-Loading-Assays gemessen
werden. Dazu wurden EA.hy926-Zellen konfluent auf Deckglaschen ausgesat und fir 24 Stunden mit
Animacroxam (2,5 uM), Vorinostat (2,5 uM) oder Carbenoxolon (50 uM) behandelt. Carbenoxolon ist
ein etablierter Connexininhibitor und diente als Positivkontrolle. Dann wurde ein Kratzer in die
Zellschicht gemacht und die Zellen mit dem Farbstoff Lucifer Yellow (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
inkubiert. Pro Ansatz wurden acht Fluoreszenzbilder des Verteilungsmuster des Lucifer Yellow mit
einem Eclipse T-Fluoreszenzmikroskop (Nikon Europe, Amsterdam, Niederlande) aufgenommen.
Bilder eines unbeschadigten Zellrasens dienten zur Bestimmung des Hintergrundsignals. ImageJ
Software (Version 2.0.0) wurde zur Bestimmung der Diffusionsweite verwendet wie von Bader et al.
beschrieben [31].

2.3 In-vivo-Experimente

Als weiterflhrende Experimente wurde das CAM-Modell als etabliertes Modell fir
Angiogeneseuntersuchungen und als Xenotransplantat-Modell untersucht [32,33]. Die Untersuchungen
am CAM-Modell wurden durchgefiihrt, um die Vertraglichkeit von Animacroxam sowie erste
Erkenntnisse der antineoplastischen und antiangiogenen Potenz in vivo zu bestimmen. Zusétzlich kbnnen
das Uberleben und die Entwicklung der Embryonen longitudinal, tiber einen Zeitraum von bis zu 14
Tagen, erforschtwerden.

Das CAM-Modell

Die CAM ist eine stark vaskularisierte Membran befruchteter Hilhnereier, welche fiir die Versorgung
des Embryos mit Sauerstoff und Nahrstoffen verantwortlich ist. Als immuninkompetente Membran
eignet sich die CAM hervorragend zum Inokulieren von humanen Tumoren aus Tumorresektaten oder
aus Zellkulturmaterial. Auch wenn Xenotransplantat-Modelle von athymischen Mausen immer noch
den praklinischen Standard definieren, hat die tumortragende CAM innerhalb der letzten Jahrzehnte
stark an Bedeutung gewonnen. Die CAM hat sich dabei als valides und einfach anzuwendendes Modell
zur Studie von antineoplastischen oder antiangiogenen Effekten [34,35] und der Wirksamkeit von
antitumordsen Verbindungen etabliert [36], die auch intravends (iv) verabreicht werden kdnnen.

Tumorpraparation

Fur die Untersuchung von inokulierten Tumorplaques wurden 10 x 10° 2102EP-Zellen mit 150uL
Matrigel (Corning Life Sciences, Tewksbury MA, USA) vermischt. Diese Zellsuspension wurde auf eine
6-Well-Platte pipettiert und flir mindestens vier Stunden bei funf Prozent CO2, 37°C und feuchter
Atmosphare inkubiert, um stabile Plaques zu bilden. Danach wurde Zellkulturmedium hinzugefiigt und
die Tumorplaques tber Nacht inkubiert. Am folgenden Tag wurden die Tumorplaques auf einer sieben
Tagen alten CAM ausgebracht und fur drei Tage inkubiert, damit die Tumorplagques Anschluss an das
GefaBRsystem der CAM bekommen konnten.

Antineoplastische Wirkung am CAM-Assay

Eine bleibende Komplikation bei der Bestimmung des Tumorvolumens stellt die mikroskopische
Vermessung von inokulierten Tumoren dar. Die Bestimmung des Tumorvolumens erfolgt dabei Gber
ein Ausschneiden des Tumors aus der CAM und eine manuelle Vermessung des Tumors, wobei eine
erhebliche Abweichung entstehen kann. Um das Tumorvolumen prézise zu bestimmen, wurde eine
Tumorvolumetrie von inokulierten TKZT mittels MRT vorgenommen. Tumorplaques aus 2102EP-
Zellen wurden auf der CAM ausgebracht und das GeféaRsystem der CAM iv (20 pL), mit einer
Endkonzentration im gesamten Blutvolumen von 5,0 uM (Animacroxam) oder 2,5 uM (Cisplatin)
behandelt. Als Kontrollbehandlung (iv) dienten 20 pL 0.9% NaCl. Der Verdnderung des
Tumorvolumens wurde Uber einen Zeitraum von acht Tagen nicht-invasiv mithilfe der MRT gemessen.
Dabei wird der Tumor mit einer Schichtdicke von 0,5 mm gescannt und nachfolgend mit einer Software
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zu einem 3D-Modell zusammengesetzt. Dies erlaubt eine prézise und nicht-invasive Bestimmung des
Tumorvolumens lber einen Zeitraum von sieben Tagen [27]. Ausgewertet wurde das Tumorvolumen mit
der interviewFUSION Software (Mediso, Version 3.01.004.000).

Histologische Bestimmung des Proliferationsgrades und der MikrogefdReinsprossung in behandelten
Tumorplaques

Die untersuchten Tumorplaques wurden nach den MRT- und PET-Messungen histologisch aufgearbeitet
[27]. Zum Anféarben wurden die Tumorplaques in Paraffin eingebettet und in 1 - 2 um breite Schnitte
zerlegt. Immunohistochemische Farbung erfolgte mit anti-Ki67 (Clone MIB-1, Agilent Technologies,
Santa Clara, California, USA) zur Ermittlung des Proliferationsgrades und anti-Desmin (Clone D33,
Agilent Technologies, Santa Clara, California, USA) flr die Detektion eingesprosster GefalRe. Humanes
Cytokeratin wurde mit anti-Cytokeratin (Lu-5, Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland) angefarbt, um
die Tumormasse von der CAM abzugrenzen. Zellkerne wurden mit Hamatoxylin (Merck Millipore,
Darmstadt, Deutschland) gegengeféarbt.

Bestimmung der Aufnahme von radioaktiv markierter Glukose in inokulierten TKZT-Plaques am CAM-
Modell

Moderne PET-Analysen wurden genutzt, um die Aufnahme von radioaktiv markierter Glukose
(Fluordesoxyglukose oder F*8-FDG) kliniknah und nicht-invasiv in inokulierten Tumorplaques auf der
CAM zu bestimmen [37,38]. Die zuvor mittels MRT gescannten CAM-Praparate mit inokulierten
Tumorplagues wurden mit 0,1 mL NaCl, welches 12MBq F*8-FDG enthielt, iv injiziert. Vierzig Minuten
nach Injektion des F'8-FDG wurden die PET-Scans bei 37°C fiir 20 Minuten gescannt. Die Aufnahme
von F8-FDG im Tumorgewebe wurde durch manuelle Bestimmung der volume of interest (VOI) auf
den PET-Bildern mit der Software PMOD 3.5 (PMOD Technologies Ltd., Schweiz) gemessen. Ein
standardized uptake value (SUV) wurde aus den zehn Pixeln mit dem intensivsten Signal, sogenannte
hottest voxels (SUVmax10), errechnet [27].

Tumorangiogenese

Die Angiogenese beschreibt die Aussprossung von Blutgefalien aus bestehenden BlutgefaBen [39].
Dieser Prozess spielt auch bei der Entwicklung von Tumoren eine entscheidende Rolle. Tumore kdnnen
sich nur bis zu einer GroRe von 2mm? durch Diffusion mit Sauerstoff und Nahrstoffen versorgen. Um
weiteres Wachstum zu erméglichen, muss der Tumor die Einsprossung von BlutgefaBen induzieren [40].
Zusatzlich ist die Induktion von Angiogenese ein entscheidender Schritt in der Metastasierung von
Tumorzellen [41]. Eine Hemmung dieses Prozesses Uber die Induktion antiangiogener Effekte ist daher
in der Tumortherapie ein interessanter Behandlungsansatz.

Untersuchung der antiangiogenen und avaskuldren Potenz am CAM-Modell

Angiogenese und Perfusion auf Kapillarebene wurde mittels Intravitalmikroskopie gemessen und
ausgewertet. Videosequenzen (zehn Sekunden pro Sequenz) von kontrollbehandelten (0,9% NaCl)
sowie flr 48 Stunden mit Animacroxam (0,8 uM) oder Vorinostat (0,8 uM) behandelten Bereichen
wurden aufgenommen (CMOS-Kamera, Sony ICE 6000, Tokio, Japan) und bearbeitet wie von
Xiang et al. beschrieben [42].

Die Anzahl der GefalRe der CAM wurde durch das manuelle Auszdhlen in kontrollbehandelten
(0,9% NaCl), mit Animacroxam (0 - 2,0 uM), oder Vorinostat (0 - 2,0 uM) behandelten Bereichen
(0 — 48 Stunden) der CAM ermittelt. Bilder wurden mit einem Stereomikroskop und einem Di-Li 1009-
SHD HD-Digitalkamerasystem (Distelkamp-Electronic, Kaiserslautern, Deutschland) aufgenommen
[27].

2.21 Statistische Methoden

Zur statistischen Auswertung wurde die Software Graphpad Prism (Version 7.00) genutzt. Alle
Experimente wurden n = 3 - 16 mal als unabh&ngiges Experiment wiederholt und die Ergebnisse als
Mittelwert +/- Standardabweichung oder Standardfehler abgebildet wie jeweils angegeben. Statistische
Signifikanz wurde folgendermalien angegeben: *P-Wert von < 0.05, **P-Wert von < 0.005, ***P-Wert
von < 0.0005, ****P-Wert von <0.0001. Statistische Signifikanz wurde mit folgenden Tests durchgefrt;
one- way ANOVA post hoc Tukey’s test, student’s t-Test oder paired t-Test wie jeweilsangegeben.
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3. Ergebnisse
3.1 Wachstumsinhibition und Apoptoseinduktion in TKZT in vitro

3.1.1 Proliferationsinhibition und Bestimmung der halbmaximalen inhibitorischen Konzentration

Versuche an TKZT-Zellen mit unterschiedlicher Cisplatinsensitivitdt konnten zeigen, dass 24- bis
96- stlindige Inkubation mit Animacroxam in vitro eine ausgepragte zeit- und dosisabhangige Inhibition
der Proliferation bewirkt. Der ICso-Wert (nach 48-stiindiger Inkubation mit Animacroxam) flr
cisplatinsensitive 2102EP-Zellen lag bei 0,22 £0,02 uM, in NCCIT-Zellen bei 0,42 £0,06 puM und in
cisplatinresistenten 2102EPR-Zellen bei 0,30 £0,01 uM (Tabelle 2). Fiir Vorinostat war die eingesetzte
Konzentration vier- bis siebenmal so hoch, um eine vergleichbare Wachstumsinhibition zu erreichen
(Tabelle 2).

Tabelle 2. Halbmaximale inhibitorische Konzentrationen von Animacroxam und Vorinostat und nach 48-stiindiger
Inkubation in TKZT-Zelllinien mit unterschiedlicher Cisplatinsensitivitat. Ergebnisse werden dargestellt als
Mittelwert £ Standardabweichung von n = 5 unabhéangigen Versuchen. Tabelle modifiziert nach Steinemann et al.
2017, Molecular Cancer Therapeutics, Abbildung 2D.

Zelllinie Animacroxam Vorinostat
cisplatinsensitive 2102EP-Zellen 0,22 +0,02uM 1,43 +0,22uM
NCCIT-Zellen 0,42 +£0,06puM 1,73 £0,13uM
cisplatinresistente 2102EPR-Zellen 0,30 £0,01uM 2,22 £0,30uM

3.1.2 Induktion von Apoptose in Tumorzellen

Es konnte gezeigt werden, dass 48-stiindige Inkubation mit Animacroxam in allen untersuchten TKZT-
Zelllinien Apoptose einleitet, ohne dabei unspezifische Zytotoxizitéat zu induzieren (Abbildung 4 & 5a,b,
Steinemann et al. 2017 Molecular Cancer Therapeutics). Auch Vorinostat induziert Apoptose in den
untersuchten Zelllinien, jedoch mussten vier- bis siebenmal hdhere Konzentrationen eingesetzt werden,
um eine vergleichbare Induktion der Caspase-3-Aktivitat zu erreichen (Abbildung 5b, Steinemann et al.
2017, Molecular Cancer Therapeutics).

Zusatzlich zur Caspase-3-Aktivierung wurden verschiedene Apoptosemarker in den 2102EP- und
2102EPR-Zellen untersucht. Dabei zeigte sich, dass das antiapoptotische Protein BCL-2 in
cisplatinsensitiven 2102EP-Zellen herunter-, und das mitochondriale Protein APAF1 in beiden
Zelllinien hochreguliert wurde, was flr eine mitochondrial vermittelte Apoptose spricht (Abbildung
5c¢,d, Steinemann et al. 2017, Molecular Cancer Therapeutics).

3.1.3 Zellzyklusuntersuchungen

Um zu bestimmen, wie Animacroxam diese ausgepragten wachstumsinhibitorischen und
apoptoseinduzierenden Effekte auslost, wurde der Zellzyklus behandelter TKZT-Zellen untersucht.
Hierbei konnte gezeigt werden, dass Animacroxam nach 48-stindiger Inkubation im Zellzyklus aller
untersuchten TKZT-Zelllinien eine dosisabhangige GO/G1-Phasenarretierung induziert. Dieser Effekt
war bei cisplatinsensitiven 2102EP-Zellen und cisplatinresistenten 2102EPR-Zellen ausgepragter als bei
NCCIT-Zellen (Abbildung 6, Steinemann et al. 2017, Molecular Cancer Therapeutics). Vorinostat l6ste
nur eine minimale GO/Gl1-Phasenarretierung aus. Diese Ergebnisse wurden durch
Expressionsmessungen des Zellzyklusproteins Cyclin-D1 bestétigt (Abbildung 6, Steinemann et al.
2017, Molecular Cancer Therapeutics).

3.2 Nachweis der dualen Wirksamkeit von Animacroxam bei TKZT-Zellen in vitro
3.2.1 Inhibition der HDAC-Enzymaktivitat bei TKZT-Zellen

Die Deregulierung der HDAC-AKktivitat spielt eine wichtige Rolle in der Proliferation von TKZT.
Deshalb wurde die Enzymaktividtt der HDACs in TKZT-Zelllinien mit unterschiedlicher
Cisplatinsensitivitat untersucht. In cisplatinsensitiven 2102EP- und resistenten 2102EPR-Zellen wurde,
nach Behandlung mit Animacroxam, die Gesamtaktivitat der HDACs effektiv und dosisabhangig um
mehr als 85 Prozent reduziert (Abbildung 3, Steinemann et al. 2017, Molecular Cancer Therapeutics).



3.2.2 Ausbildung von Aktin-Stressfasern bei TKZT-Zellen

Die Untersuchung des Zytoskeletts wurde an cisplatinsensitiven 2102EP-Zellen durchgefiihrt. Hierbei
konnte festgestellt werden, dass es nach 3- bis 48-stiindiger Inkubation mit Animacroxam zur
Ausbildung von Aktin-Stressfasern kommt (Abbildung 3). Das Tubulinskelett jedoch wies keine
Veranderungen auf. Nach einer Behandlung mit Vorinostat hingegen, bildeten sich keine Aktin-
Stressfasern in 2102EP-Zellen.

A Kontrolle B Animacroxam C Vorinostat

Abbildung 3. Nachweis der Bildung von Aktin-Stressfasern in TKZT nach Inkubation mit Animacroxam.
A, Kontrollbehandlung mit DMSO zeigte keine Verénderungen des Aktin- oder Tubulin-Zytoskeletts von TKZT-
Zellen. B, Inkubation mit Animacroxam (0,22 uM) flr 48 Stunden fiihrte zur Bildung von Aktin-Stressfasern in
2102EP-Zellen. C, Behandlung von TKZT-Zellen mit Vorinostat (1,5 puM) zeigte keine Bildung von Aktin-
Stressfasern. Reprasentative Darstellung von n = 3 unabhdngigen Versuchen. Abbildung modifiziert nach
Steinemann et al. 2017, Molecular Cancer Therapeutics, Abbildung 7A,B,C.

3.2.3 Reduktion der Migrationsfahigkeit von TKZT-Zellen

Da ein funktionelles Zytoskelett fiir die Migration von Tumorzellen essentiell ist und Animacroxam die
Bildung von Aktin-Stressfasern induzierte, wurde die Migrationsfahigkeit von cisplatinsensitiven
2102EP-Zellen mittels eines Scratch-Assays untersucht. Die Migration in den untersuchten TKZT-
Zellen wurde dosisabhangig inhibiert und findet bei Behandlung mit 1,0 uM Animacroxam nahezu nicht
mehr statt (< finf Prozent) (Abbildung 7d,e, Steinemann et al. 2017, Molecular Cancer Therapeutics).

3.3 Uberprufung der Glukoseaufnahme und des Glukosemetabolismus in TKZT-Zellen
in vitro

Um das reduzierte Wachstum und die Induktion von Apoptose in TKZT nach Behandlung mit
Animacroxam zu erklaren, wurden zugrundeliegende Signalwege der Aufnahme und des Metabolismus
von Glukose néher untersucht. Hexokinasen sind wichtige Enzyme fur den zelluldren
Glukosestoffwechsel, welche Glukose zu Glukose-6-Phosphat (G-6-P) umsetzen. So wird die Diffusion
der Glukose aus der Zelle hinaus verhindert und der Eintritt der Glukose in die Glykolyse ermdglicht.
Es konnte nachgewiesen werden, dass die gesamte Enzymaktivitat der Hexokinasen nach Inkubation
mit Animacroxam in cisplatinsensitiven 2102EP-Zellen dosisabhangig um mehr als 85 Prozent reduziert
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wurde (Abbildung 4). Die Aufnahme von Glukose in die untersuchten TKZT-Zellen wurde durch
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Abbildung 4. Messung der Enzymaktivitat der
Hexokinasen nach Behandlung mit Animacroxam.
Behandlung mit Animacroxam (24 bis 48 Stunden, 0,5 -
1,0 uM) zeigte eine zeit- und dosisabhéngige Reduktion
der HK- Aktivitdt um bis zu >85 Prozent. Ergebnisse
werden dargestellt als Mittelwert + SEM von n = 3
unabhéngigen Versuchen. *P-Wert von < 0.05, one-way
ANOVA post hoc Tukey’s Test.

Expressionsmessungen von GLUTL, einem
wichtigen  Glukosetransporter in  TKZT,
untersucht [43]. Hierbei konnte jedoch Kkein
signifikanter Unterschied in der Expression
nach Behandlung mit Animacroxam festgestellt
werden (Abbildung 5A). Da GLUTL1 nicht
signifikant beeinflusst wurde, wurde die
intrazellulére Verstoffwechslung von Glukose
untersucht, um eventuelle Substratlimitationen
festzustellen. Dabei wurde nachgewiesen, dass
die Expression des glykolytischen Enzyms
Bisphosphoglyceratmutase (BPGM) um 50
Prozent reduziert wurde. Eine vergleichbare
Reduktion wurde auch durch Vorinostat, jedoch
nicht durch Cisplatin erreicht (Abbildung 5B).
Um Verdnderungen in der glykolytischen
Energieproduktion zu messen, wurde die

Laktatmenge aus Uberstainden von mit
Animacroxam behandelten  2102EP-Zellen
bestimmt. Hierbei konnte gezeigt werden, dass
die von den Zellen abgegebene Laktatmenge
und damit die glykolytische Energiegewinnung
zeit- und dosisabhéngig auf unter 25 Prozent
reduziert wurde (Abbildung 5C) und der Effekt
von Animacroxam die Wirkung von Vorinostat

signifikant Ubersteigt.
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Abbildung 5. Messung der Proteinexpression von GLUT1 und BPGM sowie der Laktatmenge von
behandelten TKZT-Zellen. A, Quantifizierung der GLUT1 Proteinexpression nach 24-stundiger Inkubation mit
Animacroxam (2,0 uM) oder Vorinostat (2,0 uM). Behandlung mit Animacroxam konnte die Expression von
GLUTL1 nicht signifikant reduzieren. B, Proteinexpression von BPGM nach 24-stiindiger Inkubation mit
Animacroxam (2,0 uM), Vorinostat (2,0 uM) oder Cisplatin (2,5 uM). Animacroxam senkte, wie auch Vorinostat,
die Proteinexpression von BPGM signifikant. C, Messung der Laktatmenge aus Uberstinden von behandelten
TKZT-Zellen nach 24 oder 48 Stunden. Behandlung mit Animacroxam wie auch Vorinostat reduzierte die
Laktatproduktion nach 24 und 48 Stunden signifikant. Der Effekt von Animacroxam Ubertraf die Laktatreduktion
durch Vorinostat signifikant. Ergebnisse werden dargestellt als Mittelwert + SEM von mindestens n =3
unabhéngigen Versuchen. *P-Wert von < 0.05, **P-Wert von < 0.005, ***P-Wert von < 0.0005, ****P-Wert von
< 0.0001; one-way A- NOVA post hoc Tukey’s test. Abbildung modifiziert nach Steinemann et al., 2019,
Molecular Oncology, Abbildung 3C,D,E.

Parallel zu einer Reduktion der glykolytischen Energiegewinnung kam es zu einem dosisabhangigen
Anstieg von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) in den mit Animacroxam behandelten TKZT-Zellen
(Abbildung 3F, Steinemann et al. 2019, Molecular Oncology). Dieser Effekt war nach Behandlung mit
Vorinostat nicht nachweisbar. Versuche mit Brimamin, welches den gleichen Imidazolanteil wie
Animacroxam vorweist, zeigten eine deutlich erhohte Menge von ROS in behandelten TKZT-Zellen
(Abbildung 3F, Steinemann
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etal. 2019, Molecular Oncology). Der Anstieg von ROS in mit Animacroxam behandelten TKZT-Zellen
ist entweder auf eine gesteigerte ROS-Produktion oder auf eine reduzierte Aktivitdt des ROS-
reduzierenden GSH zurlckzufiihren. Untersuchungen der GSH-Menge in behandelten TKZT-Zellen
zeigt keine Reduktion von GSH nach Behandlung mit Animacroxam oder Vorinostat (Abbildung 3G,
Steinemann et al. 2019, Molecular Oncology). Animacroxam kann im Gegensatz zu Vorinostat eine
erhohte Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies induzieren. Dies deutet darauf hin, dass der
Zytoskelett-angreifende Imidazolanteil von Animacroxam und nicht der HDAC-inhibierende
Hydroxamsdureanteil dieses Dualinhibitors fiir eine erhdhte ROS-Produktion verantwortlich ist.

3.4 Antiangiogene Effekte von Animacroxam in vitro

Ein Ziel der Arbeit ist zu bestimmen, ob Animacroxam antiangiogene Effekte induzieren kann. Deshalb
wurde die Bildung von Kapillarstrukturen durch Endothelzellen in vitro nach Inkubation mit
Animacroxam untersucht. Es wurde festgestellt, dass es nach Inkubation mit Animacroxam zu einer
dosisabhangigen Reduktion von mehr als 70 Prozent der Kapillarstrukturen kommt (Abbildung 5,
Steinemann et al. 2019, Molecular Oncology). Eine mdgliche Erklarung fir diesen Effekt auf die In-
vitro-Kapillarbildung ist eine gestorte Zell-Zellkommunikation Uber Gap Junctions. In der
gapjunktionalen Kommunikation (GJIC) werden Poren zwischen Zellen aus Transmembranmolekdlen,
sogenannten Connexinen, gebildet. Die gapjunktionale Kommunikation ist entscheidend fiir die
vaskuldre Adaptation und die Steuerung des proangiogenen Wachstums von Kapillarnetzwerken [30].
Nach Behandlung mit Animacroxam wurde die Expression von Connexin43 (Cx43), einem zur
gapjunktionalen Kommunikation notwendigen Membranmolukul, auf Proteinebene um mehr als 75
Prozent herunterreguliert (Abbildung 6A, Steinemann et al. 2019, Molecular Oncology). Vorinostat
hingegen konnte die Expression von Cx43 nicht signifikant reduzieren (Abbildung 6A, Steinemann et
al. 2019, Molecular Oncology). Zudem wurde eine Reduktion der gapjunktionalen Kommunikation nach
Behandlung mit Animacroxam festgestellt. Dies wurde mit einem Scrape-loading Assay nachgewiesen,
wobei die Diffusion des Fabstoffes Lucifer Yellow durch die Zellen als Mal3 fiir gapjunktionale
Kommunikation bestimmt wird. Dabei konnte gezeigt werden, dass Animacroxam die Zell-
Zellkommunikation um ann@hernd 35 Prozent reduziert. Dies entspricht dem Effekt von Carbenoxolon,
einem etablierten Connexininhibitor. Inkubation mit Vorinostat hingegen hatte keinen signifikanten
Effekt auf die interzelluldre Diffusionsweite von Lucifer Yellow tiber Gap Junktions (Abbildung 6B/C,
Steinemann et al. 2019, Molecular Oncology).

3.5 In-vivo-Bestimmung des Tumorvolumens am CAM-Modell mittels MRT

Als Erweiterung des CAM-Modells wurde die klinisch relevante und hochauflésende Methode der MRT
zur Volumenbestimmung von inokulierten TKZT verwendet. Auf diese Weise konnte gezeigt werden,
dass das Tumorwachstum der mit Animacroxam behandelten Tumore auf der CAM vollstandig inhibiert
wird und es dartiber hinaus zu einer mehr als 60-prozentigen Reduktion des Tumorvolumens nach sieben
Tagen kommt (Abbildung 6).

Kontrolle Animacroxam Cisplatin

Tag O

Abbildung 6. Bestimmung des Tumorvolumens von inokulierten Mikrotumoren aus TKZT-Zellen auf der
CAM nach Behandlung mit Animacroxam oder Cisplatin. T2-gewichtete MRT-Aufnahmen von TKZT auf der
CAM befruchteter Hihnereier null und sieben Tage nach Behandlung mit 0,9% NaCl, Animacroxam (5,0 uM oder
Cisplatin (2,5 uM). Das Tumorvolumen von inokulierten TKZT auf der CAM wurde sieben Tage nach Behandlung
in Kontrolltumoren um >110 Prozent erhéht. Sieben Tage nach iv-Gabe von Animacroxam (5,0 uM) war das
Tumorvolumen um mehr als 60 Prozent reduziert. Behandlung mit Cisplatin (2,5 uM) sorgte im selben Zeitraum
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fur eine Reduktion des Tumorvolumens um beinahe 60 Prozent. Représentative Darstellung von n = 4 unabhangigen
Préparationen. Abbildung modifiziert nach Steinemann et al. 2019, Molecular Oncology, Abbildung 1B,C,D.

In histologischen Préaparaten von 2102EP-Tumorplaques, welche aus der CAM entfernt und histologisch
verarbeitet wurden, konnte zudem festgestellt werden, dass die Anzahl der proliferierenden Zellen um
mehr als 35 Prozent reduziert war (Abbildung 1F, Steinemann et al. 2019, Molecular Oncology).
Animacroxam induziert bei den inokulierten Tumoren eine aufféllige morphologische Verénderung
durch die Bildung einer Kappe auf der Oberseite der Tumore (Abbildung 2A, Steinemann et al. 2019,
Molecular Oncology). Mithilfe der MRT-Aufnahmen konnte gezeigt werden, dass diese Kappe eine
proteinreiche Flussigkeit ist, die mafigeblich aus nekrotischen Zellresten besteht (Hell in T1-gewichteten
Aufnahmen, dunkel in T2-gewichteten Aufnahmen) [44,45].

3.6 Uberpriifung der Glukoseaufnahme in vivo nach Behandlung mit Animacroxam

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit ist zu ermitteln, ob Animacroxam die Glukoseaufnahme von inokulierten
TKZT in vivo hemmt. So konnte mittels PET-Analysen der Nachweis erbracht werden, dass die
Aufnahme von F*8-FDG durch die inokulierten Tumorzellen acht Tage nach iv-Gabe von Animacroxam
um mehr als 40 Prozent reduziert wurde (Abbildung 7). Die Kappe auf den mit Animacroxam
behandelten Tumoren zeigt keinerlei Aufnahme von F®3-FDG und bestatigt damit, dass diese Kappe
keine vitalen Tumorzellen, sondern lediglich nekrotische Zellmasse enthalt.
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Abbildung 7. Bestimmung der Aufnahme von F8-FDG in inokulierten Mikrotumoren auf der CAM nach
Behandlung mit Animacroxam oder Cisplatin. A. T1-gewichtete Aufnahmen und korrespondierende PET-
Aufnahmen der Aufnahme von F®-FDG in Inokulierten TKZT auf der CAM befruchteter Huhnereier. B.
Inokulierte Mikrotumore auf der CAM zeigten, acht Tage nach iv-Gabe von Animacroxam (5,0 uM) oder Cisplatin
(2,5 uM), eine mehr als 40 Prozent reduzierte Aufnahme von F8-FDG. Ergebnisse werden als Mittelwert + SEM
von n = 3 unabhéngigen Experimenten dargestellt. * = P-Wert von < 0.05, unpaired t-Test. Abbildung modifiziert
nach Steinemann et al. 2019, Molecular Oncology, Abbildung 2B,C.

3.7 Uberpriifung der antiangiogenen Wirkung von Animacroxam in vivo

Neben der Wirkung von Animacroxam auf die Proliferation und den Glukosestoffwechsel der
untersuchten 2102EP-Zellen in vivo, wird die antiangiogene Potenz von Animacroxam am CAM-
Modell untersucht. Deshalb wurden Verdnderungen in der Perfusion und der MikrogeféRanzahl von
unbehandelten und behandelten Bereichen der CAM untersucht.

Es konnte gezeigt werden, dass nach 48-stindiger Inkubation mit Animacroxam die Perfusion von
Kapillaren auf der CAM deutlich reduziert ist (Abbildung 8A). Dieser Effekt konnte nach Inkubation
mit Vorinostat nicht festgestellt werden. Des Weiteren konnte nachgewiesen werden, dass die
GeféaRaussprossung auf der CAM 24 bis 48 Stunden nach topischer Applikation von Animacroxam
effektiv inhibiert wird. Darlber hinaus wurden avaskuldre Effekte festgestellt. Dabei wurden bestehende
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BlutgefaRe zeit- und dosisabhéngig um bis zu 35 Prozent zurlickgebildet (Abbildung 8B). Bei der
Kontrollbehandlung hingegen kam es im selben Zeitraum zu einem Anstieg der Gefaltanzahl um mehr

als 30 Prozent (Abbildung 8B). Vorinostat konnte die Anzahl der GefaRaussprossungen auf der CAM
nicht reduzieren und es kam im selben Zeitraum zu einem Anstieg der Gefélaussprossungen, die der
Kontrollbehandlung entsprach. Um den Wirkmechanismus von Animacroxam genauer bestimmen zu
kénnen, wurde auch die antiangiogene Potenz von Brimamin untersucht. Hierbei reduzierte Brimamin
die Anzahl der BlutgefaRe auf der CAM um mehr als 70 Prozent (Abbildung 8B). Dieser Effekt war
durch Zugabe von Vorinostat als HDACIi nur minimal steigerbar. Um zu ermitteln, ob die inokulierten
Tumore auf der CAM auch antiangiogene Effekte nach Behandlung mit Animacroxam aufweisen,
wurden diese Tumore histologisch geféarbt und es konnte eine 22-prozentige Reduktion der Einsprossung
von MikrogefaRen festgestellt werden. Aufierdem konnten, im Gegensatz zu den kontrollbehandelten
Tumoren, nach Behandlung mit Animacroxam keinerlei peritumorale GeféBRe detektiert werden
(Abbildung 4D/E, Steinemann et al. 2019, Molecular Oncology).
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Abbildung 8. Bestimmung der Perfusion der Kapillargefae der CAM und Messung der GeféalRaussprossung
der Blutgefae der CAM nach Behandlung mit Animacroxam, VVorinostat oder Brimamin. A, Animacroxam
sorgt nach 48-stiindiger Inkubation fiir eine deutlich reduzierte Perfusion der CAM auf Kapillarebene. Die
Behandlung mit Vorinostat zeigte keine reduzierte Perfusion der KapillargefaRe der CAM. B, Animacroxam sorgte
auf der CAM flr eine zeit- und dosisabhdngige Reduktion der Anzahl von Blutgefaen um bis zu 35 Prozent. Die
Behandlung mit Vorinostat zeigte keine inhibitorischen Effekte auf die Gefdaussprossung. Behandlung mit
Brimamin zeigte eine um mehr als 70 Prozent reduzierte Gefallanzahl auf der CAM. Dieser Effekt war durch
Zugabe von Vorinostat nur minimal steigerbar. Ergebnisse werden dargestellt als Mittelwert + SEM von
n = 3 unabhédngigen Versuchen. ****P-Wert von <0.0001; one-way ANOV A post hoc Tukey’s test. Abbildung
modifiziert nach Steinemann et al. 2019, Molecular Oncology, Abbildung 4A,C.
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4. Diskussion

Aufgrund des relativ jungen Alters der meisten Patienten mit TKZT ist diese Tumorerkrankung trotz
der verhaltnismalig guten Behandlungschancen von besonderer therapeutischer Bedeutung. Zudem sind
immer noch viele Patienten von einer Therapie ausgeschlossen, da die platinbasierte Chemotherapie eine
hohe kérperliche Belastung darstellt und deshalb nur Patienten in guter Verfassung und ohne vorherige
Organschédigungen fir eine Behandlung in Frage kommen.

In der vorliegenden Arbeit wurde deshalb erstmals Animacroxam, eine neue dual wirksame Verbindung,
welche eine HDAC-inhibitorische und eine Zytoskelett-angreifende Pharmacophore verbindet, auf ihre
antineoplastische und antiangiogene Wirksamkeit in  TKZT-Zellen mit unterschiedlicher
Cisplatinsensitivitat Gberprift.

4.1 Proliferationsinhibition und Induktion der Apoptose durch Animacroxam in vitro

Das erste Ziel dieser Arbeit ist die Uberpriifung der Wirksamkeit von Animacroxam auf die Proliferation
und die Induktion von Apoptose in TKZT-Zelllinien mit unterschiedlicher Cisplatinsensitivitat.

Es konnte gezeigt werden, dass die Proliferation von TKZT-Zelllinien, ungeachtet der
Cisplatinsensitivitat der untersuchten Zelllinien, durch Animacroxam inhibiert werden kann. Auffallig
hierbei ist, dass Animacroxam flr diese Proliferationsinhibition deutlich geringere Konzentrationen
bendtigt als der Klinisch etablierte  HDACi Vorinostat [25]. Auch liegen die eingesetzten
Konzentrationen von Animacroxam in den TKZT-Zelllinien deutlich unterhalb der in der Klinik
verwendeten Dosen des etablierten HDACI Vorinostat [46].

Zusatzlich induziert Animacroxam einen ausgepragten Anstieg der apoptosespezifischen Aktivierung
von Caspase-3 in den untersuchten TKZT-Zelllinien [25]. Die Induktion der Apoptose bei Animacroxam
ist doppelt so hoch wie die Induktion von Apoptose durch Vorinostat. Dieses Ergebnis ist unabhéngig
von der Cisplatinsensitivitdt der untersuchten TKZT-Zellmodelle. Dies ist besonders giinstig, da
cisplatinresistente TKZT-Zellen (iber eine erhohte Aktivitat von Reparaturmechanismen wie nucleotide
excision repair und interstrand crosslink repair verfugen und deshalb deutlich weniger schnell
Apoptose induziert werden kann [47].

Auch ist die Induktion von Apoptose besonders vorteilhaft, da der Prozess der Apoptose im Gegensatz
zu Nekrosen keine entziindliche Reaktion auslést [48]. Die dosisabhdngige Reduktion des
antiapoptotischen Proteins BCL-2 deutet auf eine mitochondrial vermittelte Apoptose hin. Das
proapoptotische Protein APAF-1 wurde nach Inkubation mit Animacroxam sowohl in cisplatinsensitiven
2102EP-Zellen als auch in cisplatinresistenten 2102EPR-Zellen hochreguliert und untermauerte damit
die Annahme der mitochondrial vermittelten Apoptose. Wie Apoptoseuntersuchungen zeigten, reichte
eine vier- bis siebenmal geringere Konzentration von Animacroxam verglichen mit VVorinostat aus, um
eine gleichwertige Apoptoseinduktion zu verursachen.

Regulation des Zellzyklus durch Animacroxam

Bei Tumoren st eine Fehlregulation des Zellzyklus durch ein Ungleichgewicht von
Zellzyklusregulatoren eine h&ufige Ursache fur die ungehemmte Zellproliferation und
Tumorprogression [49]. Mit Animacroxam behandelte TKZT-Zellen zeigten einen dosisabhédngigen
Zellzyklusarrest in der GO/G1- Phase, ungeachtet der Cisplatinsensitivitat der Zellen. Dies belegt die
Proliferationsinhibition von Animacroxam in den untersuchten TKZT-Zellen. Ein wichtiger Regulator
des Zellzyklus ist Cyclin D1. Cyclin D1 steuert durch die Bindung an die cyclinabhangigen Kinasen 4
und 6 (CdK4/6) die Transition von Zellen aus der G1-Phase in die S-Phase. Cyclin D1 ist in vielen
Tumoren berexprimiert und wird mit der malignen Transformation und Tumorprogression assoziiert
[50]. Animacroxam reduziert die Expression von Cyclin D1 in cisplatinsensitiven 2102EP-Zellen und
sorgt damit flr Zellzyklusarrest in der GO/G1-Phase. Da Cyclin D1 dafur bekanntist, in TKZT dereguliert
zu sein, beschreiben Freemantle et al. Cyclin D1 als potentielle therapeutische Zielstruktur, um das
Wachstum von TKZT zu hemmen [51]. Entgegen dieser Studienlage konnte die Reduktion von Cyclin
D1 nicht in cisplatinresistenten 2102EPR-Zellen festgestellt werden. Dies deutet auf eine Beteiligung
von weiteren Signalwegen hin wie von Fung et al. fiir verschiedene TKZT-Zelllinien beschreibt [52].
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4.2 Der duale Wirkmechanismus von Animacroxam in vitro

Das zweite Ziel dieser Arbeit ist die Uberpriifung der dualen Wirksamkeit von Animacroxam. Ein dualer
Ansatz in der Tumortherapie, bei dem die HDAC-Aktivitdt und das Zytoskelett der Tumorzellen
gleichzeitig angegriffen werden, bietet eine Vielzahl von Vorteilen gegeniiber der Monotherapie. Bei
dem Einsatz von Monotherapien kann die Zelle iber sogenannte Escape-Mechanismen, wobei verstérkt
alternative Signalwege genutzt werden, die Wirkung der verwendeten Substanzen teilweise oder ganzlich
umgehen und es kommt héufig zu Resistenzbildungen [53]. Auch der klinisch etablierte HDACI
Vorinostat wird bereits in der Kombinationstherapie eingesetzt um die antineoplastischen Effekte von
Platinverbindungen zu verbessern [54].

Nachweis der HDAC-Inhibition durch Animacroxam

Eine Hemmung von HDACS in TKZT-Zellen wird mit einer Reduktion der Proliferation, zytotoxischen
Effekten und Zellzyklusarrest in Zusammenhang gebracht [55]. Daher ist der Nachweis einer
ausgepragten Inhibition der HDAC-AKktivitét (85 Prozent) durch Animacroxam als wichtige Wirkweise
dieses Dualinhibitors zu bewerten. Zusétzlich zeigt sich, dass die eingesetzten Konzentrationen von
Animacroxam deutlich unterhalb der in der Klinik verwendeten Dosen von Vorinostat liegen [46]. Die
verbleibenden 15 Prozent HDAC-AKktivitat nach Behandlung mit Animacroxam konnte auf eine nicht
vollstandige pan-HDAC-Inhibition oder auf eine subtypspezifische Inhibition von bestimmten HDACs
zuriickzuflihren sein. Da hierzu bislang unzureichend Daten vorliegen, sind weiterflihrende Experimente
notwendig, um die Wirkung von Animacroxam in Bezug auf die Expressionsmuster von HDACs in
TKZT und anderen Tumorentitaten zu klaren.

Nachweis der zytoskelettalen Inhibition durch Animacroxam

Eine weitere Frage ist, ob Animacroxam das Zytoskelett von TKZT-Zellen modifizieren kann. Bonezzi
et al. konnten zeigen, dass Imidazolderivate das Zytoskelett von Tumorzellen angreifen [56] und Mahal
et al. zeigte, dass es in primaren human umbilical vein endothelial cells (HUVEC)-Zellen zur
Ausbildung von Aktin-Stressfasern kommt [18]. Die Bildung von Aktin-Stressfasern verhindert eine
normale Organisation des Zytoskeletts, wodurch diesen Zellen nach Behandlung mit Animacroxam die
Fahigkeit verlieren, die benotigten Strukturen fir Proliferation und Migration auszubilden [57]. Es
konnte gezeigt werden, dass die Inkubation mit Animacroxam zur Ausbildung von Aktin-Stressfasern in
TKZT-Zellen fuhrt. Zuséatzlich zu der Stressfaserbildung konnte festgestellt werden, dass Animacroxam
die Migration der TKZT-Zellen im Scratch-Assay um bis zu 95 Prozent reduziert. Die Zellen begannen
darUber hinaus, sich vom Boden der Zellkulturschale abzultsen, was einen Verlust der
Adhasionsfahigkeit des Zytoskeletts belegt [57]. Des Weiteren kennzeichnet sich die Migration von
Tumorzellen durch die Ausbildung von fingerartigen Aussprossungen, sogenannten Filopodien [58].
Diese Strukturen, welche fiir die Motilitat von Tumorzellen essentiell sind, sind nach Behandlung mit
Animacroxam nicht mehr vorhanden. Ob die Migrationsfahigkeit von TKZT-Zellen durch
Animacroxam auch in vivo inhibiert wird, sollte deshalb in weiterflihrenden Experimenten untersucht
werden.

4.3 Untersuchungen der Glukoseaufnahme und des Glukosestoffwechsels in TKZT in
vitro

Otto Warburg stellte vor mehr als 80 Jahren fest, dass Tumore h&ufig eine gesteigerte Glykolyse zur
Energieversorgung mit ATP aufweisen (Warburg Effekt) [59]. Daher war das dritte Ziel dieser Arbeit
herauszufinden, ob Animacroxam die Aufnahme von Glukose oder den Glukosestoffwechsel in vitro
hemmen kann.

Fir viele humane Tumore konnte gezeigt werden, dass ein erhéhter Glukosestoffwechsel mit einer
Uberexpression von Glukosetransportern und Hexokinasen einhergeht [43,60]. Nach Behandlung mit
Animacroxam war die Expression von GLUT1, einem wichtigen Glukosetransporter in TKZT [43],
jedoch nicht signifikant verandert. Ein weiterer wichtiger Aspekt ist die intrazellulare Verarbeitung von
Glukose und damit die Energieproduktion fur die Tumorzellen. Es zeigte sich, dass die Enzymaktivitét
der Hexokinasen zeit- und dosisabhdngig um mehr als 85 Prozent reduziert wurde. Dadurch ist eine
weitere Umsetzung von Glukose zu Glukose-6-Phosphat nicht mdglich, sodass keine glykolytische
Energiegewinnung stattfinden kann [61]. Das glykolytische Enzym BPGM ist nach Inkubation mit
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Animacroxam herunterreguliert. Fir BPGM konnte festgestellt werden, dass es neben der Bindung an
H&moglobin weitere Funktionen innerhalb der Zelle erfiillt [43]. Eine dieser Funktionen ist die
Regulation der Serin- Biosynthese. Oslund et al. konnten zeigen, dass BPGM als ein entscheidender
Faktor in die Serin-Biosynthese von Krebszellen eingreift und damit eine wichtige Rolle bei der
Proliferation und Migration von Tumoren spielt [62]. Bonucelli et al. fanden heraus, dass hohe
Laktatwerte in Tumoren das Tumorwachstum fordern kénnen [63]. Auch Kklinische Studien weisen bei
erhdhten Laktatwerten eine verschlechterte Prognose und eine reduzierte Lebenserwartung bei Patienten
mit Zervix und Lungenkarzinomen nach [64,65]. Veranderungen in der Laktatproduktion wurden im
Uberstand behandelter 2102EP-Zellen gemessen. Eine um mehr als 90 Prozent reduzierte Menge Laktat
im Uberstand behandelter Zellen bestatigte die Repression der glykolytischen Aktivitat in TKZT durch
Animacroxam. Obwohl Animacroxam die Expression von GLUT1 nicht signifikant hemmen kann, zeigt
sich eine deutliche Reduktion der glykolytischen ATP-Produktion in den untersuchten TKZT-Zellen.
Eine reduzierte Glykolyse nimmt dem Tumor die Moglichkeit der schnellen Energiegewinnung und wird
zusétzlich mit einem Anstieg von oxidativem Stress und einer Inhibition des Tumorwachstums in
Verbindung gebracht [66]. AuBerdem wird die Reduktion der glykolytischen ATP-Produktion in
Tumoren in der Radiotherapie bereits erfolgreich angewendet und zusétzlich mit einer Sensitivierung
von Tumorzellen fir bestimmte chemotherapeutische Ansédtze und einer Sensitivierung flr
Immunotherapie assoziiert [67]. In den untersuchten TKZT-Zellen wurde in dieser Arbeit zudem ein
Anstieg in der ROS-Produktion in vitro nach Behandlung mit Animacroxam festgestellt und durch
Untersuchungen an Brimamin mit hoher Wahrscheinlichkeit auf einen Effekt des Imidazolanteils von
Animacroxam zuruickgefihrt. Zu welchen Teilen der Anstieg von ROS durch den Zusammenbruch der
glykolytischen Energiegewinnung oder durch eine Steigerung der endothelialen Permeabilitét verursacht
wird, gilt es in zukinftigen Versuchen herauszufinden. Diese Ergebnisse legen jedoch nahe, dass
Animacroxam, im Gegensatz zu Vorinostat, die endotheliale Permeabilitit und damit die
GeféaBorganisation und die Versorgung des Tumors entscheidend beeinflussen kann. So wurde in
nachfolgenden Versuchen erforscht, ob Animacroxam die Glukoseaufnahme in inokulierten TKZT und
die Angiogenese in vivo hemmen kann (vgl. 3.7).

4.4 Untersuchung der antiangiogenen Potenz in vitro

Eine weitere Frage dieser Arbeit ist, ob Animacroxam die Bildung von Kapillarstrukturen in vitro
hemmen kann. Die Inhibition von angiogenen Strukturen ist eine wertvolle Eigenschaft antitumoraler
Substanzen und ein wichtiger erster Hinweis auf die antiangiogene Potenz in vivo. Die Inkubation mit
Animacroxam zeigte, dass die Bildung von kapillarahnlichen Strukturen signifikant gehemmt wird.
Uber welchen Mechanismus Animacroxam die Bildung von Kapillarstrukturen in vitro hemmt ist jedoch
bislang unklar. Sato et al. beschrieben bereits im Jahr 2002, dass intrazellulare Glukosekonzentrationen
auch einen Einfluss auf die Expression von Cx43 und die GJIC haben und so zu einer verringerten
Angiogenese beitragen konnen [68]. Connexin4d3 ist fiir die tber die intrazelluldren Gap Junctions
stattfindende Zell-Zellkommunikation zustandig [69]. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass
Cx43 zwar durch Animacroxam, nicht jedoch durch Vorinostat inhibiert, und dass gleichzeitig die Zell-
Zellkommunikation signifikant reduziert wird. Wang et al. haben gezeigt, dass die Reduktion von Cx43
in endothelialen VVorlauferzellen mit einer Reduktion von Proliferation und Migration sowie reduzierten
VEGF, einem der wichtigsten proangiogenen Signalmolekiilen, einhergeht [70]. Diese Ergebnisse legen
nahe, dass die Reduktion von Cx43 eine wichtige Rolle bei der Hemmung von Kapillarstrukturen in
vitro durch Animacroxam spielt.

4.5 Untersuchungen der  In-vivo-Wachstumsinhibition und  Reduktion  des
Tumorvolumens von inokulierten TKZT am erweiterten CAM-Modell

Das flnfte Ziel dieser Arbeit ist die In-vivo-Untersuchung der antineoplastischen Potenz von
Animacroxam mittels einer Erweiterung des CAM-Modells.

Das Wachstum von inokulierten Mikrotumoren wurde mittels MRT-gestutzter Bildgebung, analog zur
klinischen und nicht-invasiven Bildgebung von Tumoren, bestimmt [71]. Die Untersuchungen zur
Verénderung des Tumorvolumens auf der CAM zeigten ein zeitabhangiges Wachstum der
kontrollbehandelten Tumore von mehr als 110 Prozent nach sieben Tagen. Behandlung mit
Animacroxam hingegen sorgte nicht nur fur eine Wachstumsinhibition, sondern reduzierte das initiale
Tumorvolumen um mehr als 60 Prozent nach sieben Tagen. Diese Wachstumsinhibition ist vergleichbar
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mit der wachstumsinhibitorischen Wirkung von Cisplatin. Dieses Ergebnis zeigt, dass Animacroxam
auch im CAM-Modell das Wachstum von TKZT inhibiert und damit das Tumorvolumen reduziert. Die
immunhistologische Farbung der mit Animacroxam behandelten Tumorschnitte aus der CAM mit dem
proliferativen Marker Ki67 zeigte, dass Animacroxam die Proliferationsrate in behandelten Tumoren
senkt [72].

Eine interessante morphologische Veranderung ist die Bildung einer Kappe auf den mit Animacroxam
behandelten Tumoren, die sich auf den MRT-Aufnahmen klar vom Tumorkern abhebt. Die Analyse der
MRT-Daten zeigt, dass diese Kappe aus einer proteinreichen Flissigkeit und nekrotischen Zellresten
besteht. Solche proteinreichen Odeme sind bei inflammatorischen Erkrankungen beschrieben worden,
wobei das Endothel seine junktionale Integritat verliert und durchlassig wird [73]. Dies hat einen
wichtigen Einfluss auf die Beschaffenheit und Funktion von Blutgefalien und damit die Sauerstoff- und
Néhrstoffversorgung des Tumors. Eine gesteigerte endotheliale Permeabilitat wird mit einem Anstieg
der Produktion von ROS in Verbindung gebracht, welche die primére Ursache endothelialer
Dysfunktion darstellt [73]. Die erhéhte ROS-Produktion konnte, wie oben beschrieben, auch in TKZT-
Zellen invitro nachgewiesen werden (vgl. 3.3).

4.6 Verringerte in vivo Glukoseaufnahme in inokulierten TKZT auf der CAM

In der Klinik werden PET-Messungen bei TKZT zur Diagnose und Einstufung von TKZT genutzt [74].
Dariiber hinaus wird die PET in der Forschung, bei Kleintieren wie Mausen und Ratten, zur Bestimmung
der Glukoseaufnahme in vivo verwendet [75]. Ein weiteres Ziel dieser Arbeit ist zu kl&ren, ob eine
veranderte Aufnahme von Glukose auch in vivo mittels PET-Analysen gemessen werden kann. Die
Aufnahme von F¥-FDG wurde in inokulierten TKZT auf der CAM bestimmt. Nach Behandlung mit
Animacroxam zeigte sich eine um mehr als 40 Prozent reduzierte Aufnahme von F8-FDG in TKZT in
vivo. Die Tatsache, dass dennoch F¥-FDG aufgenommen wurde, zeigt, dass Animacroxam die
Glukoseaufnahme in vivo nicht vollstandig hemmt. Diese Daten zeigen, dass die in Mausen genutzte
Kleintier-PET auch auf das CAM-Modell Ubertragbar ist und eine Bestimmung des Tumorvolumens
mittels MRT und der Glukoseaufnahme in vivo desselben Tumors longitudinal und nicht-invasiv
ermdéglicht. Darliber hinaus zeigt dieser Versuch, dass die inokulierten TKZT Anschluss an das
GefaBRsystem der CAM gefunden haben.

4.7 Die antiangiogene Wirkung von Animacroxam in vivo

Das letzte Ziel dieser Arbeit ist herauszufinden, ob Animacroxam auch in vivo die Angiogenese hemmen
kann. Eine Hemmung der Tumorvaskularisierung kann die Versorgung des Tumors mit Sauerstoff und
Né&hrstoffen reduzieren und so zu einer Wachstumsinhibition beitragen. Silvan et al. stellten bereits fest,
dass die Inhibition der Angiogenese eine sehr vorteilhafte Ergdnzung zur Standardtherapie bei TKZT
sein kann. Zusatzlich kdnnen dabei sauerstoffarme (hypoxische) Bereiche minimiert werden, wodurch
das aggressive Metastasierungsverhalten reduziert wird [41]. Untersuchungen auf Kapillarebene zeigen
eine deutlich reduzierte Angiogenese und Perfusion in den mit Animacroxam behandelten Bereichen.
Auch zeigt Animacroxam auf die grof3en Blutgefalle der CAM eine deutlich antiangiogene Wirkung.
Dieser Effekt war so ausgepragt, dass bestehende BlutgeféaRe bis zu 35 Prozent zuriickgebildet wurden
und avaskuldre Bereiche entstanden. Vorinostat zeigte keine antiangiogene Wirkung in diesen
Versuchen. Dies steht im Gegensatz zu Ergebnissen von Eckschlager et al. die zeigen konnten, dass die
Inhibition von HDACs die Angiogenese Uber Suppression von proangiogenen Genen hemmt [76].
Weiterfuhrende In-vivo-Versuche sollen diesen Wiederspruch aufgreifen. Untersuchungen am
Imidazolderivat Brimamin unterstiitzen die Annahme, dass die Effekte auf das Zytoskelett durch
Animacroxam entscheidend mitverantwortlich fur die nachgewiesenen antiangiogene und avaskuldre
Wirkung sind. Diese Annahme wird durch Ergebnisse von Kanthou et al. unterstiitzt, welche zeigen
konnten, dass durch die Inhibition des Zytoskeletts die Zelldifferenzierung und Gefalreifung, und damit
die Angiogenese gehemmt wird [77,78]. Die antiangiogenen Effekte von Animacroxam konnten
zusatzlich, nach histologischer Aufarbeitung, auch in auf der CAM inokulierten TKZT festgestellt
werden.

In dieser Arbeit wird erstmals gezeigt, dass der neuartige Dualinhibitor Animacroxam in TKZT-Zellen
mit unterschiedlicher Cisplatinsensitivitat eine ausgepragte Wachstumsinhibition in vitro und in vivo
hervorruft und die Angiogenese auf der CAM signifikant inhibieren kann. Diese Effekte sind nicht nur
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vergleichbar mit der Wirkung des klinisch etablierten HDACi Vorinostat oder dem Goldstandard in der
TKZT-Therapie Cisplatin, sondern tbertreffen deren Wirkung in vielen Fallen sogar deutlich. Die
Tatsache, dass Animacroxam diese Effekte unabhé&ngig von der Cisplatinsensitivitat der untersuchten
Zelllinien erzielen kann, stellt einen besonderen Vorteil dar, da sich die Therapieansétze fur Patienten
mit cisplatinresistenten TKZT bislang als unzureichend erweisen.

Die Effekte von Animacroxam sind dabei auf die duale Wirkweise zuriickzufiihren, wobei zum einen
die HDAC-AKktivitét inhibiert und zum anderen die zytoskelettale Integritat der Tumorzellen angegriffen
wird. Auf diese Weise kann Animacroxam zellzyklusarretierende Effekte induzieren, den
Glukosestoffwechsel und die Glukoseaufnahme in TKZT hemmen und gleichzeitig ausgepragte
antineoplastische und antiangiogene Effekte in vitro und in vivo erzielen. Es konnte dartiber hinaus
gezeigt werden, dass die kliniknahen und nicht-invasiven Bildgebungsmethoden, die MRT und die PET,
an dem etablierten CAM-Modell erfolgreich angewendet werden kénnen und eine Uberpriifung von
Tumorvolumetrie und Glukoseaufnahme longitudinal und in bisher nicht dagewesenem MaRe
ermoglichen.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass Animacroxam ein vielversprechendes Potenzial als
Dualinhibitor in TKZT besitzt. Die beschriebenen Ergebnisse stellen dabei eine solide Grundlage zur
weiterfiihrenden in vivo Charakterisierung von Animacroxam und kdnnen eine Grundlage fur alternative
Therapieoptionen in der zukunftigen Behandlung von TKZT darstellen.
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