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Abkiirzungsverzeichnis

AGEs Advanced Glycation Endproducts
(nicht-enzymatisch glykosylierte Proteine und Lipide)

ATP Adenosintriphosphat

ATPGD1 (= CARNS1)  ATP-Grasp-Domain-Containing Protein 1
(Carnosinsynthase 1)

CDKs Cyclin Dependent Kinases
(zyklinabhangige Kinasen)

CKls Cyclin Dependent Kinase Inhibitor
(zyklinabhangige Kinaseinhibitorproteine)

CNDP 1/ 2 Carnosine Dipeptidase 1/ 2

(Carnosindipeptidase 1/ 2)

CTB Cell Titer Blue®
CTG Cell Titer Glow®
d day
(Tag)
DNS Desoxyribonukleinsdure
EGFR Epidermal Growth Factor Receptor

(epidermaler Wachstumsfaktor)
EGFRuvIII Epidermal Growth Factor Receptor Variant Ill
(Variante Il des epidermalen Wachstumsfaktors)
G 1/ 2-Phase Gap-Phase 1/ 2
(Wachstumsphase 1/ 2)
Gy Gray
HIFa Hypoxia Inducible Factor 1a

(Hypoxie induzierbarer Faktor 1a)

IDH Isocitratdehydrogenase

kg Kilogramm

kHz Kilohertz

M-Phase Mitosephase (bei Keimzellen: Meiosephase)
m’ Quadratmeter

mg Milligramm

MGMT 0°-Methylguanin-DNS-Methyltransferase

mM Milimolar



mmol Milimol
mTOR Mechanistic Target of Rapamycin
(Ziel des Rapamycins im Saugetier)
mTORc Mechanistic Target of Rapamycin Complex
(Zielkomplex des Rapamycins im Sdugetier)
NEC not elsewhere classified
(nicht anders klassifiziert)
NOS not otherwise specified
(nicht anders spezifiziert)
PD-1 Programmed Cell Death-Protein 1

(programmiertes Zelltodprotein 1)

pKs negativer dekadischer Logarithmus der Sdurekonstante
pH pH-Wert; potentia hydrogenii

S-Phase Synthese-Phase

USA United States of America

(Vereinigte Staaten von Amerika)
VEGF Vascular Endothelial Growth Factor
(Wachstumsfaktor von vaskularem Endothel)
WHO World Health Organisation
(Weltgesundheitsorganisation)

ZNS Zentrales Nervensystem



Das Glioblastom

Epidemiologie von Krebserkrankungen

2020 verstarben in Deutschland 985.572 Menschen, von denen knapp ein Viertel einer malignen
Tumorerkrankung erlag (siehe Abbildung 1). Die bosartigen Neubildungen rangieren damit hinter den
kardiovaskularen Erkrankungen auf Platz zwei der haufigsten Todesursachen [1,2]. In den letzten
Jahrzehnten wurde mit der Intensivierung von Praventionsprogrammen, der Verbesserung von
Screeningmethoden, der Weiterentwicklung der medizinischen Versorgung sowie neuer
Behandlungsstrategien eine Senkung der altersspezifischen Mortalitdatsraten flur viele
Krebserkrankungen erreicht [3]. Dennoch existieren fir einige Tumorentitdten weiterhin keine
zufriedenstellenden Therapien. Hierzu zahlt unter anderem das Glioblastom, das sich durch eine
schlechte Prognose mit einer medianen Uberlebenszeit von 14,6 Monaten auszeichnet [4].
Todesursachen nach Krankheitsarten 2020

in %

Krankheiten des Kreislaufsystems — 34,3
Bosartigen Neubildungen (Krebs) N 23,5

Krankheiten des Atmungssystems ] 6,2

Psychische und verhaltensstérungen [ NRNRNRNRDN 6,0

Krankheiten des Verdauungssystems _ 43

Verletzungen und Vergiftungen [ I¥]

Covid-19 I 0

Sonstige 17,4

©MW! Statistisches Bundesamt (Destatis), 2022

Abbildung 1: Todesursachen in Deutschland bezogen auf das Jahr 2020 in %, entnommen [5]

Epidemiologie des Glioblastoms

Maligne Tumoren des zentralen Nervensystems (ZNS) kénnen sowohl das Gehirn als auch das
Rickenmark betreffen. Die malignen Gliome sind mit einem Anteil von etwa 80% die haufigsten
hirneigenen Malignome. Hierzu zdhlen Ependymome, Oligodendrogliome, Astrozytome und das
Glioblastom [6,7]. Es ist der haufigste primdre maligne Hirntumor und erreicht in den USA eine
altersadjustierte Prédvalenz von 9,23/ 100.000 Einwohnern, wobei diese in Abhangigkeit von
Geschlecht und Ethnie differieren kann [8]. Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei etwa 65 Jahren
[9]. Als einzig validen Risikofaktor fiir das Auftreten eines Glioblastoms wurde ionisierende Strahlung
im Kopf-Hals-Bereich identifiziert [10]. In Ausnahmefallen tritt das Glioblastom aber auch im Rahmen

hereditdrer Syndrome auf [6,10].



Klinische Priasentation und Diagnostik

Die klinische Prasentation von Glioblastomen ist sehr variabel. Sie hdangt im Wesentlichen von ihrer
Lokalisation und den entsprechenden Funktionen der betroffenen Hirnareale ab. Darliber hinaus
kdnnen Symptome, die mit erhohtem Hirndruck assoziiert sind, auftreten. Dazu gehdren
Kopfschmerzen, Ubelkeit, Erbrechen und Vigilanzstérungen. Neben einer griindlichen Anamnese
bezliglich der Symptome sowie deren Entwicklung und einer klinischen Untersuchung kommt der
zerebralen Bildgebung besondere Bedeutung zu. In der Regel erfolgen eine native und eine
kontrastmittelgestiitzte Magnetresonanztomographie des Gehirns. Klassischerweise kommt eine
Raumforderung mit ringférmiger Kontrastmittelanreicherung zur Darstellung (siehe Abbildung 2) [6].
Zur endgiiltigen Diagnosesicherung und Erstellung eines Therapiekonzeptes ist eine histologische

Untersuchung des Tumorgewebes notwendig, die entweder als stereotaktische Biopsie oder im

Rahmen einer in therapeutischer Intention durchgefiihrten Resektion erfolgen kann [11].

Abbildung 2: ,Schmetterlingsglioblastom” in der Magnetresonanztomographie des Gehirns, rechts
kontrastmittelgestiitzte T1-Wichtung mit typischer randformiger Kontrastmittelanreicherung, links hyperintense
Darstellung des Tumors in der T2-Wichtung, entnommen [12]

Klassifizierung des Glioblastoms

Zusammen mit den Oligodendrogliomen und den Astrozytomen zdhlt das Glioblastom zu den
diffusen Gliomen. Histologisch ist es durch zellreiche, schlecht differenzierte Gliazellen mit
Kernatypien, mitotischer Aktivitdt, mikrovaskuldrer Proliferation und/ oder Nekrosen
gekennzeichnet. In der 2016 erschienenen vierten Auflage der WHO-Klassifikation von Tumoren des
ZNS hielten neben histomorphologischen Charakteristika erstmals genetische Verdnderungen Einzug

in die Einteilung der diffusen Gliome, deren Bedeutung in der fiinften Auflage von 2021 nochmals
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deutlich gestarkt wurde [7,13,14]. Es entsteht somit eine integrierte Diagnose bestehend aus
Graduierung, histologischer und molekularer Diagnostik. Hierdurch soll die Diagnosestellung von
sogenannten ,Mischtumoren” vermieden werden. Zudem soll die Unterscheidung histologisch
dhnlich erscheinender Tumore, die aber verschiedene biologische Merkmale besitzen, erleichtert
werden. Erstmals ist die Diagnose eines Glioblastoms allein Uiber eine typische genetische Signatur
moglich, auch wenn die klassischen histologischen Charakteristika fehlen [13]. Wie bereits in der
vierten Auflage der WHO-Klassifikation kommt dem Nachweis von Mutationen in den
Isocitratdehydrogenase-Genen 1 und 2 (/IDH 1 und 2) eine zentrale Bedeutung in der Diagnostik zu.
Bei Nachweis einer IDH-Mutation erfolgt die Zuordnung Uber weitere molekulargenetische und
histologische Marker entweder zu den Oligodendrogliomen oder den Astrozytomen. Fir die
Diagnose eines Glioblastoms hingegen ist der Nachweis eines IDH- und Histon-H3-G34-Wildtypgens
Voraussetzung (siehe Abbildung 3). Analog zu den Tumoren anderer Organsysteme erfolgt weiterhin
eine Prazisierung der Diagnose anhand der Aggressivitat des Tumorwachstums in vier Gruppen (Grad
1-4), wobei durch die Bezeichnung ZNS-WHO-Grad zusatzlich die prognostische Wertigkeit der
Graduierung im Fall der Gliome Beachtung finden soll. Sollte trotz umfangreicher Diagnostik eine
klare Zuordnung zu einem Tumor(sub-)typ nicht moglich sein, wird die Diagnose um den Zusatz
,NEC” (,not elsewhere classified”) ergdnzt. Der Zusatz ,,NOS“ (,,not otherwise specified“) hingegen
wird verwendet, wenn eine molekulargenetische Diagnostik nicht oder nicht in ausreichendem

Umfang erfolgte [13,14].



Diffuse Gliome vom Erwachsenentyp 2021

Histologie \ Diffuses astrozytdres oder oligodendrogliales Gliom

ATRX-Expression erhalten ' _ l ATRX-Expression erhalten
Molekular- g

Genetik _ Selten: ATRX-Expression erhalten, 1p/19q intakt | H3.3 G34 Wildtyp

CDKNZA/ B nicht
homozygot deletiert
Histologie Nekrosen\ Nekrosen,
o8l Gef&f&prollferatlon

Gef:f&prollferatlon

Oligodendrogliom, ‘ Astrozytom, \ Astrozytom,
Integrierte IDH mutiertund IDH mutiert ‘ IDH mutiert
Gliom- 1p/19q kodeletiert
Diagnose
WHO Grad 2 oder 3 WHO Grad 2 oder 3 ‘
Modifiziert nach Wick, W. et al., Gliome, S2k Leitline, 2021© Krebsinformationsdienst, DKFZ MGMT-Promotor

methyliert oder nicht-methyliert

Legende: IDH: lIsocitratdehydrogenase-Gen, ATRX: Alpha Thalassemia/ mental Retardation Syndrome X-linked, 1p/ 19q:
kodeletierter Verlust des kurzen Arms des Chromosom 1 und des langen Arms von Chromosom 19, H3.3 G34-Wildtyp: Histon 3.3,
Aminosdure Glycin an Position 34 nicht ausgetauscht, CDKN2A/ B: Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor 2A/ B-Gen, TERT:
Telomerase Reverse Transkriptase-Gen, EGFR: Epidermal Growth Factor Receptor Gen, +7/ -10: Trisomie 7 und Monosomie 10,
WHO: World Health Organisation, MGMT: 06-Methylguanin-DNA-Methyltransferase, Farbkodierung Molekulargenetik Hellgrau/
Dunkelgrau: Abwesenheit/ Anwesenheit der wesentlichen molekularen Marker, Farbkodierung Integrierte Gliom-Diagnose
Farbintensitat: zunehmend aggressives Tumorwachstum.

Abbildung 3: Einteilung der diffusen Gliome nach Histologie und Mutationsstatus nach der WHO-Klassifikation von 2021,
entnommen [15]

Standardtherapie des Glioblastoms

Eine Verldngerung der medianen Uberlebenszeit von 12,1 Monaten auf 14,6 Monate konnte vor
allem mit einem Paradigmenwechsel in der Therapie des Glioblastoms im Jahr 2005 erreicht werden.
Seitdem besteht die Standardtherapie des neu diagnostizierten Glioblastoms aus der moglichst
kompletten operativen Resektion, gefolgt von einer sechswdchigen Temozolomid-basierten
Radiochemotherapie (75 mg/m2/d Temozolomid fir 7 Tage/ Woche +2 Gy fur 5Tage/ Woche,
insgesamt 60 Gy) und einer anschlieBenden Erhaltungstherapie mit Temozolomid Uber 6 Zyklen
(150-200 mg/m? Tag 1-5 aller 28 Tage) [4]. Das Ansprechen auf die Behandlung mit Temozolomid ist
Uber einen molekulargenetischen Biomarker abschatzbar, den Methylierungsstatus des Promotors
des 0°-Methylguanin-Desoxyribonukleinséure (DNS)-Methyltransferase (MGMT)-Gens. Die MGMT

repariert DNS-Schdden, wodurch die Wirkung des Chemotherapeutikums abgeschwacht wird. Durch
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die Methylierung des MGMT-Promotors wird die Genexpression des Reparaturgens verringert,
sodass das Enzym die durch Temozolomid entstehenden DNS-Schaden nicht abschwachen kann und
die Tumorzellen auf das Chemotherapeutikum sensibler reagieren [16]. Kiirzlich wurde in einer
randomisierten, multizentrischen Phase-lll-Studie der Einfluss von Tumortherapiefeldern ergdanzend
zur Temozolomiderhaltungstherapie untersucht. Tumortherapiefelder sind elektrische Wechselfelder
mit niedriger Intensitat und intermedidren Frequenzen um 200 kHz, die liber eine Transducerreihe
auf der Kopfhaut appliziert werden. Die Behandlung fiihrte zu einer Verlangerung sowohl des
progressionsfreien (6,7 Monate vs. 4,0 Monate) als auch des Gesamtiberlebens (20,9 Monate vs.
16,0 Monate) in der Interventionsgruppe ohne eine relevante Zunahme an Nebenwirkungen durch
die Therapie [17]. Die Behandlung mit elektrischen Wechselfeldern gehort bisher in Deutschland
nicht zur Standardtherapie des Glioblastoms, sollte den Patienten aber nach erfolgter

Radiochemotherapie angeboten werden [18].

Prognose des Glioblastoms

Neben dem verbesserten Ansprechen auf die alkylierende Chemotherapie bei Nachweis eines methy-
lierten MGMT-Promotors [16] wirken sich die ethnische Zugehdrigkeit zur hispanoamerikanischen
Bevolkerungsgruppe, der Karnofsky-Index bei Diagnosestellung, ein jlingeres Erkrankungsalter und
eine makroskopisch moglichst komplette Resektion prognostisch glinstig auf den Verlauf der
Erkrankung aus [7-9,11]. Nichtsdestotrotz bleibt die Prognose mit einer 5-Jahresiiberlebensrate von
6,6% und einer 10-Jahresiiberlebensrate von nur 4,3% auch bei Ausschépfung der maximalen
Therapie &duBerst ungiinstig [6]. Dabei stellt das unausweichliche Auftreten von meist
therapieresistenten Rezidiven die groRte Herausforderung fiir die Behandelnden dar, da in diesem

Fall derzeit effektive Strategien in der Behandlung fehlen [19].

Zukiinftige Therapieoptionen des Glioblastoms

Das wachsende Verstdandnis in der Pathogenese von Krebserkrankungen im Allgemeinen und der
Entstehung von malignen Gliomen im Speziellen hat zu dem Bestreben beigetragen, Tumortherapien
selektiver und individueller zu gestalten [20-23]. Die Erforschung neuer Therapien rund um maligne
Gliome umfasst derzeit alternative Applikations- und Darreichungsformen konventioneller
Chemotherapeutika, zielgerichtete Therapien (,targeted therapies”), Immun- und Gentherapien
sowie die Kombination der genannten Therapiestrategien [21,24-27]. Im Folgenden werden
ausgewahlte Therapieansatze dargestellt.

Da das Glioblastom zu den am besten vaskularisierten Tumoren zdhlt [28], wurden Medikamente mit
antiangiogenetischen Wirkungen untersucht. Bevacizumab (Avastin®), ein Vascular Endothelial
Growth Factor (VEGF)-Inhibitor, findet in der Behandlung rezidivierter Glioblastome in einigen

Landern Anwendung (Zulassung nur auBerhalb der Europdischen Union) [29,30]. Einzelne Studien



zeigten eine Verlangerung des medianen progressionsfreien Uberlebens bei Patienten mit einem
Glioblastomrezidiv, aber keine Verlangerung des medianen Gesamtiiberlebens [18,29,31]. Diese
Ergebnisse wurden jedoch aufgrund der Unzuverlassigkeit der Progressionsbeurteilung in der
Magnetresonanztomographie infrage gestellt [18,32,33]. In bestimmten Fallen hat die Anwendung
von Bevacizumab dennoch seine Berechtigung z. B. zur Senkung der Symptomlast und zur Einsparung
von Steroiden bei grofRen und raumfordernden Tumoren [11]. Andere antiangiogenetische
Medikamente waren Bevacizumab hinsichtlich des progressionsfreien- und des medianen
Gesamtliiberlebens nicht liberlegen [24,34,35].

Das wachsende Feld der Immuntherapien in der Behandlung von Krebserkrankungen umfasst passive
und aktive Immuntherapien [21,25]. Vielversprechende Ergebnisse zeigten erste (klinische) Studien
mit Impfungen, die gegen tumorspezifische oder tumorassoziierte Antigene gerichtet sind wie
beispielsweise mit dem Peptidimpfstoff Rindopepimut (CDX-110), der sich gegen die neu
entstandene Exon 1-8 Verbindung der Epidermal Growth Factor Receptor Variant Ill (EGFRvIII)-
Mutation richtet [36], und DC Vax®-L, einem autologen, Tumorlysat-gepulsten, dendritischen
Zellimpfstoff [37]. Trotz umfangreicher Forschung fanden beide Substanzen bisher keinen Einzug in
die klinische Praxis [36—39]. Immuncheckpoint-Inhibitoren, die die immunologische Eigentoleranz
modifizieren, verbessern die Prognose auch sonst schlecht zu therapierender Tumoren [40,41]. Im
Falle von neu diagnostizierten Glioblastomen war Nivolumab, ein Programmed Cell Death Protein 1
(PD-1)-Immuncheckpoint-Inhibitor, Temozolomid in einer randomisierten, open-label Phase 3 Studie
jedoch nicht Gberlegen [11].

Glioblastome konnen zahlreiche genetische Alterationen aufweisen [42], die Ansatzpunkte fir
zielgerichtete Therapien (,targeted therapies”) darstellen. Viele der untersuchten Praparate
verfehlten jedoch in klinischen Studien die erhofften Effekte auf Gesamt- bzw.
progressionsfreies Uberleben [26]. Fir die hohe Rate an Therapieresistenzen wurde die
interindividuelle aber auch intratumorale Heterogenitit des Glioblastoms von verschiedenen
Autoren als Ursache in Betracht gezogen [7,20,22,43]. Obgleich zahlreiche klinische Studien die
primdren Endpunkte nicht erzielten, ergaben sich wiederholt Indizien, dass molekulare Subgruppen
in den untersuchten Patientenpopulationen von den jeweils getesteten Therapien profitieren
kénnten [20,44-46]. Vor dem Einschluss in klinische Studien erscheint daher die Identifizierung
molekularer Subgruppen sinnvoll, um der Heterogenitdt der Glioblastome Rechnung zu tragen
[20,25]. Das Vorhandensein sogenannter stammzelldhnlicher Tumorstammzellen bietet eine weitere
Erklarung fiir das geringe Ansprechen auf die Standardtherapien [47—-49]. Erste experimentelle Daten
weisen jedoch darauf hin, dass sich Tumorstammzellen zwar resistent gegeniber konventionellen

Chemotherapeutika verhalten, aber das Ziel gerichteter molekularer Therapien sein konnten [47].



Carnosin

Entdeckung und Vorkommen von Carnosin

Zu Beginn des 20. Jahrhunderts gelang es dem russischen Forscher W. Gulewitsch erstmals, ein
nattrlich vorkommendes Peptid zu isolieren [50]. Es bekam den Namen Carnosin (lateinisch carno,
carnis fur Fleisch), abgeleitet von seiner Isolierung aus ,Liebigs Fleischextrakt”. Carnosin ist ein
Dipeptid bestehend aus den Aminosaduren L-Histidin und B-Alanin in einer B-Alanyl-L-Histidin-Bindung
(siehe Abbildung 4) [51,52].

Das Dipeptid kommt in verschiedenen Spezies bis hin zum Menschen vor [56,57]. Die héchsten
Carnosinkonzentrationen wurden bei Sdugetieren im Muskelgewebe gefunden [58]. Messungen im
Musculus quadriceps  femoris gesunder Probanden ergaben Werte zwischen
17,5 £ 4,8 mmol pro kg Trockenmasse bei Frauen und 21,3 +4,2 mmol pro kg Trockenmasse bei
Mannern [59]. GrofRere Carnosinmengen zeigten sich zudem in spezifischen Gehirnregionen wie dem

Bulbus olfactorius [60,61].

N==%
NH

O

OH
H,N N
H

O

Abbildung 4: Strukturformel des Dipeptids L-Carnosin, entnommen [62]

Metabolismus von Carnosin

Im Organismus wird die Synthese des Dipeptids durch ein spezifisches Enzym, die Carnosinsynthase
(EC 6.3.2.11), katalysiert [63]. Diese zeichnet sich durch eine breite Substratspezifitdt aus und ist
daher in der Lage, neben Carnosin beispielsweise auch die Carnosinderivate Anserin und

Homocarnosin zu synthetisieren [63—65]. Die Carnosinsynthase (CARNS1) ist ein Mitglied der

! Neben L-Carnosin existiert mit D-Carnosin (= PB-Alanyl-D-Histidin) ein Enantiomer, welches &hnliche

Eigenschaften besitzt [53,54]. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit und da D-Carnosin keine antiproliferativen
Eigenschaften aufweist [55], wird in der Folge darauf nicht weiter eingegangen. Wenn nicht anders
gekennzeichnet, beziehen sich alle im Verlauf genannten Aussagen auf das L-Enantiomer.



Adenosintriphosphat (ATP)-Grasp-Superfamilie, weshalb sie auch als ATP-Grasp Domain-
Containing Protein 1 (ATPGD1) bezeichnet wird. Sie bendtigt fur die enzymatische Aktivitdt neben
ATP auch Magnesium-lonen [64,66—68]. |hr Nachweis gelang in einer Reihe von Geweben:
Oligodendrocyten [69], Nierenglomeruli und -tubuli [70], umhillenden Zellen des Bulbus olfactorius
[71] und Skelettmuskelzellen [63,64]. Auf subzelluldrer Ebene ist das Enzym vermutlich im Cytosol
lokalisiert [72].

Die Position der B-Alanin-Aminogruppe in der Struktur des Dipeptids verhindert die Spaltung
Carnosins durch gewdhnliche Dipeptidhydrolasen [73]. 1949 isolierten Hanson und Smith erstmals
ein spezifisches Enzym fir den Abbau von Carnosin aus Schweinenieren [74]. Heute werden zwei
verschiedene Dipeptidasen unterschieden: die Carnosinase 1 (EC 3.4.13.20) und die Carnosinase 2
(EC 3.4.13.18) [75-77]. Beide gehoéren der Familie der M20/ M28-Metalloproteasen an und werden
von zwei unterschiedlichen Genen, CNDP1 und CNDP2, kodiert [77]. Die Carnosinase 1, auch
Serumcarnosinase genannt, findet sich nur bei wenigen Spezies - unter anderem dem Menschen
[75,78]. AuBBer im Serum lasst sie sich im Gehirn und im Liquor nachweisen. Die weiterhin
vorkommende Carnosinase 2 wurde ehemals als Gewebscarnosinase bezeichnet, da sie zwar nicht im
Blut, daflir aber innerhalb vieler Gewebe (beispielsweise Niere, Leber, Gehirn, Plazenta, Herz,
Skelettmuskulatur, Milz) lokalisiert werden konnte [76,79]. Heute wird sie als cytosolische nicht
spezifische Dipeptidase designiert [77,80]. Dem zugrunde liegt die Erkenntnis, dass die Carnosinase 2
eine Reihe von Dipeptiden hydrolysieren kann [76,81], Carnosin jedoch optimal nur bei einem
(unphysiologischen) pH-Wert von 9,5 spaltet [76,77,80]. Nichtsdestotrotz ergaben sich in
Experimenten Anhaltspunkte, dass die cytosolische nicht spezifische Dipeptidase auch bei
niedrigeren pH-Werten (pH = 7,2 und pH = 8,0) enzymatische Aktivitdt besitzt und Carnosin
moglicherweise sehr langsam unter physiologischen Bedingungen spaltet [76,82]. Einen aktuellen

und ausfiihrlichen Uberblick iiber die Carnosinasen geben Bellia et al. [83].

Biologische Funktionen von Carnosin

Aufgrund der hohen Konzentrationen des Dipeptids im Muskelgewebe und im Gehirn wurde ein
physiologischer Bezug zu diesen beiden Geweben vermutet und untersucht. Bereits 1938 schrieb
E.C.B. Smith Carnosin aufgrund des pKs-Wertes von 6,5-7,5 puffernde Eigenschaften in der
Muskulatur von Saugetieren zu [84]. Mit dem 1953 postulierten ,Severin-Phanomen” wurde eine
Verminderung der Muskelerschépfung bei anhaltender Kontraktion durch die Zugabe von Carnosin in
das umgebende Medium isolierter Froschmuskeln beschrieben [85]. Weiterhin wurde eine
Steigerung der Calciumsensitivitat kontraktiler Proteine sowohl im Skelett- als auch im Herzmuskel
unter Carnosin in vitro nachgewiesen [86,87]. Als Korrelat zur Beeinflussung der Kontraktilitdat im

Muskelgewebe scheint Carnosin im Bulbus olfactorius an der Informationsibermittlung im Sinne



eines Neurotransmitters bzw.-modulators teilzunehmen [88—90].

Neben den gewebsspezifischen Funktionen wurden Carnosin vor allem protektive Eigenschaften
zugewiesen wie beispielsweise die Reduktion von Proteinmodifikationen durch Malondialdehyd,
Hypochlorit [91] und Methylglyoxal [92,93] sowie die Verhinderung der Protein-Cross-Link-Bildung
[91,94] und der Bildung von Carbonylgruppen in Proteinen [95]. Weiterhin wirkt es als Aldehydfanger
und verhindert damit die nicht-enzymatische Glykosylierung und Entwicklung von Advanced
Glycation Endproducts (AGEs) [94,96,97]. In seiner Funktion als Antioxidans reduziert Carnosin
sowohl oxidativen [98] als auch nitrosativen Stress [99]. Ebenso fungiert es als effektiver
Radikalfanger vor allem Hydroxyl-Radikalen gegeniiber [100,101]. Zudem besitzt Carnosin die

Eigenschaft, Komplexe mit Metallionen wie etwa Zink, Cobalt oder Kupfer zu bilden [102].

Physiologische Rolle von Carnosin

Aufgrund seiner protektiven und die Homoostase erhaltenden Funktionen wurde Carnosin
wiederholt als Therapeutikum oder Additiv zu etablierten Therapien diskutiert. In Gegenwart des
Dipeptids zeigten sich beispielsweise immunmodulatorische [103], inotrope [86] sowie
antiischamische Effekte [104—106].

Verschiedene Arbeitsgruppen beobachteten eine Reduktion diabetischer Folgekomplikationen wie
der diabetischen Nephropathie und der diabetischen Retinopathie durch Carnosin [107-109]. Im
Rahmen einer weiteren Studie erhielten Probanden mit Katarakt N-Acetylcarnosin-haltige
Augentropfen, wodurch es zu einer Verbesserung des Visus kam [110].

Im Einklang mit seinem Vorkommen im Gehirn erstrecken sich die protektiven Eigenschaften von
Carnosin auch auf neurologische Erkrankungen. Boldyrev et al. beobachteten ein verbessertes
Ansprechen von Parkinsonpatienten auf die L-Dopatherapie, wenn den Patienten zusatzlich Carnosin
verabreicht wurde [111]. Preston et al. wiesen 1998 die Umkehr der toxischen Wirkungen des -
Amyloids (25-35) an Endothelzellkulturen unter Carnosinzugabe nach und diskutierten Carnosin
daher als mogliches Medikament in der Behandlung von Morbus Alzheimer [112]. Die orale
Supplementierung von Carnosin fiihrte bei Kindern mit Erkrankungen aus dem Autismusspektrum
[113], bei Erwachsenen mit Schizophrenie [114] sowie bei Veteranen, die an der ,gulf war illness”
litten [115], zur Verbesserung von Verhalten und kognitiven Fahigkeiten. Innovative Erkenntnisse
erlangten Holliday und McFarland, als sie 1994 demonstrierten, dass Carnosin eine Abnahme der
seneszenzbedingten morphologischen Veranderungen und sogar Verjingungseffekte auf humane
Fibroblastenkulturen ausibt [116]. In einem darauffolgenden Tierexperiment konnte eine
Verlangerung der Lebenszeit fir mannliche Fruchtfliegen beobachtet werden [117]. Gallant et al.
untersuchten den Einfluss von Carnosin auf Seneszenzphanomene. Hierzu wurden Mause verwendet,

die Zeichen eines frihzeitigen Eintritts in die Seneszenz zeigten, welche durch Zuflihrung von



Carnosin zur Nahrung der Mause abgeschwacht werden konnten [117,118]. Fir die Wirkung des
Dipeptids als Anti-Aging-Agens entstanden verschiedene Hypothesen wie beispielsweise der

protektive Einfluss von Carnosin auf altersbedingte DNS-, Protein- und Zellveranderungen [97].

Seit der Entdeckung Carnosins vor etwa 120 Jahren konnten viele Informationen zu seinen
Funktionen und Aufgaben gesammelt werden [57,119,120]. Dennoch bleiben zur physiologischen

Rolle des Dipeptids bis heute noch viele Fragen offen.

Carnosin und Krebserkrankungen

Der Nachweis, dass Carnosin den Alterungsprozess sowohl in Zellkultur- als auch in
Tiermodellexperimenten vermindern bzw. verlangsamen kann, lasst das Dipeptid in den Fokus als
mogliches Therapeutikum von verschiedenen mit dem Alter assoziierten Erkrankungen riicken. Mit
steigendem Lebensalter zeigt sich auch ein Ansteigen des Auftretens vieler Krebserkrankungen [121].
Umso interessanter ist es daher, dass Carnosin nicht nur Seneszenzmechanismen zu verhindern
vermag [116], sondern auch antiproliferative Effekte selektiv auf transformierte Zellen ausiibt [55].
Den ersten Nachweis fir die antineoplastische Wirkung von Carnosin erbrachten Nagai und Suda
bereits 1986 in einem Tiermodell [122]. Bestdtigende Experimente veroffentlichten 1996 Holliday
und McFarland [55]. Seitdem konnte der antineoplastische Effekt von Carnosin durch verschiedene
Forschungsgruppen in Zellkulturexperimenten [123-129] sowie am Tiermodell reproduziert werden

[130,131].

Um die moglichen Wirkmechanismen des Dipeptids zu verstehen, ist es sinnvoll, sich vor Augen zu
flihren, worin sich neoplastische Zellen von differenzierten Zellen unterscheiden. Maligne Tumoren
sind durch ein schnelles und invasives Wachstum sowie eine schlechte Abgrenzbarkeit vom
umliegenden Gewebe charakterisiert. Histomorphologisch zeichnen sie sich durch Zellpleomorphie
und eine hohe mitotische Aktivitat aus. Auf molekularer Ebene sind fiir verschiedene Tumorarten
alternative Mechanismen der Energiegewinnung [132] sowie aberrante Signalkaskaden [133-135],
die unter anderem das Gleichgewicht zwischen Zellproliferation und Zelltod beeinflussen,
beschrieben. Fiur Carnosin wurden seit der Entdeckung seiner antiproliferativen Eigenschaften

verschiedene Wege der Einflussnahme auf das Zellwachstum maligner Zellen beschrieben [136].

Einfluss von Carnosin auf den Energiemetabolismus maligner Zellen

Otto Warburg beobachtete erstmals eine Besonderheit bei der Energiegewinnung von Tumorzellen -
den heute nach ihm benannten ,Warburg Effekt”: Differenzierte Zellen generieren hiernach den
Grofteil ihrer Energie Gber mitochondriale Atmung und oxidative Phosphorylierung und bedienen

sich erst bei Sauerstoffmangelzustanden der Glykolyse, um ATP zu produzieren (sogenannte



anaerobe Glykolyse).

Im Gegensatz dazu beziehen Tumorzellen bereits bei ausreichendem Sauerstoffangebot ihre Energie
Uber die Glykolyse, die man in diesem Fall als aerobe Glykolyse bezeichnet [132]. Neben der gezielten
Storung der Glykolyse als Therapiestrategie in der Tumorbehandlung [137,138] legen neuere
Erkenntnisse die Vermutung nahe, dass die mitochondriale Aktivitdt ein Schlissel der schnellen
Proliferation einiger maligner Zellen ist [125,139,140]. Experimentelle Daten belegen, dass Carnosin
seine antiproliferative Wirkung sowohl tber die Hemmung der anaeroben [123,127,128,141,142] als
auch der aeroben ATP-Produktion entfalten kann [125,128].

Einfluss von Carnosin auf Signalkaskaden und Genexpression maligner
Zellen

Die Identifizierung der verantwortlichen Faktoren fiir den verdanderten Ablauf von Zellproliferation
und -differenzierung auf molekularer Ebene bildet die Grundlage fir neue Ansatzpunkte im Kampf
gegen Krebs. Eine Reihe maligner Tumoren ist durch eine Uberexpression des Transkriptionsfaktors
Hypoxia Inducible Factor 1a (HIF 1a) [133] bzw. verdnderte Signale im Mechanistic Target of
Rapamycin (mTOR) Signalweg [134] gekennzeichnet, weshalb diese in der Literatur haufig als neue
Ziele in der Tumortherapie diskutiert werden.

In Zellkulturexperimenten zeigte Carnosin sowohl in differenzierten als auch in neoplastischen Zellen
inhibitorische Effekte auf die HIF la-Expression [124,143,144]. Fur die bakterielle Substanz
Rapamycin, den natiirlich vorkommenden Inhibitor des mTOR Komplexes 1 (mTORC1), wurden unter
anderem antineoplastische Wirkungen beschrieben [145]. In der Literatur wurde Carnosin lange als
Rapamycinmimetikum diskutiert [146], da experimentelle Daten Parallelen zwischen beiden Stoffen
vermuten lassen [126,147]. Allerdings zeigen neuere Arbeiten, dass dies zumindest im Falle der anti-

neoplastischen Wirkung auf Glioblastome nicht von Bedeutung ist [148].

Einfluss von Carnosin auf die Apoptose

Der programmierte Zelltod gibt dem Organismus die Mdoglichkeit, ungehemmtes Zellwachstum zu
unterbinden und beschadigte Zellen auszusortieren. Ein Umgehen der Apoptose gehort zu den
Charakteristika maligner Zellen und ist einer von vielen Mechanismen, um ihre hohen
Proliferationsraten zu erhalten und antiproliferativen Therapien zu entgehen [149,150]. Die
antiproliferative Wirkung von Carnosin auf einige Tumorzelllinien wird zumindest teilweise auf die
Induktion der Apoptose durch Veranderung der Expression ihrer Regulatorproteine, wie
beispielsweise der Verschiebung des Verhaltnisses zwischen pro- und antiapoptotischen Faktoren,

zuriickgefiihrt [124,126,129].



Einfluss von Carnosin auf den Zellzyklus

Der geordnete Ablauf der Zellvermehrung im Zellzyklus wird durch die zyklinabhangigen Kinasen
(CDKs) gewabhrleistet. Diese werden durch 2Zykline gefordert und durch zyklinabhangige
Kinaseinhibitorproteine (CKls) sowie Tyrosinphosphorylierung gehemmt. Der Zellzyklus unterteilt sich
in vier Abschnitte: die M-, die G1-, die S- und die G2-Phase [151]. Im Rahmen von Untersuchungen,
die der Aufklarung des antineoplastischen Effekts von Carnosin dienten, konnte eine verminderte
Transition der Zellen in die S-Phase beobachtet werden. Die Induktion des Zellzyklusarrests wurde
daher als moglicher Teilmechanismus der antiproliferativen Wirkung des Dipeptids erwogen

[108,126,128,129].

Carnosin als Additiv zur konventionellen Tumortherapie

Probleme etablierter Tumortherapieregime wie die nebenwirkungsbedingte Einschrankung der
Lebensqualitit sowie  bestehende und  aufkommende Resistenzmechanismen  der
Malignomzellen bediirfen dringend einer Losung.

Gerade (iber die oben genannte Reduktion der HIF la-Expression kann vermutet werden, dass
Carnosin Einfluss auf die Entwicklung einer solchen Widerstandsfahigkeit nimmt, da die HIF la-
Expression haufig mit Chemotherapieresistenzen in Verbindung gebracht wird [124,143,144]. Ebenso
wurde der mogliche Einfluss des Dipeptids auf tumortherapieassoziierte Nebenwirkungen
experimentell untersucht. Durch die perorale Gabe von Polaprezink (= Chelatkomplex aus Zink und
Carnosin) konnte sowohl am Tiermodell als auch in einer klinischen Studie ein geringeres Auftreten
intestinaler und oraler Mukositiden beobachtet werden [152,153]. Als weitere Einsatzgebiete wurde
Carnosin bzw. Polaprezink in der Behandlung der strahlentherapieassoziierten Lungenfibrose [154]
und zur Minderung toxischer Effekte von Cisplatin diskutiert [155-157]. Trotz beschriebener
radioprotektiver Effekte des Dipeptids [158] kam es bei der Behandlung primarer
Glioblastomkulturen mit einer Kombination aus Carnosin, Temozolomid und Bestrahlung nicht zu
einer Abschwachung der Wirksamkeit der Therapie. Im Gegenteil flihrte die Hinzunahme von
Carnosin zu einer zuséatzlichen Verminderung der Zellvitalitat [159]. Moglicherweise kbnnte Carnosin
somit durchaus als Additiv zu einer Radiotherapie zum Schutz intakter Gewebe in Betracht gezogen

werden.

Aufgrund der Vielzahl an moéglichen Ansatzpunkten des Dipeptids erscheint es plausibel, dass nicht
ein Mechanismus allein fiir die antiproliferativen Eigenschaften verantwortlich ist. Carnosin wurde
daher bereits als ,,smart drug” erortert, welches seine Wirkung auf verschiedenen Ebenen entfaltet
[136]. Einen ausschnittsweisen Uberblick Giber die méglichen Angriffspunkte des Dipeptids bietet
Abbildung 5 [160].
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Abbildung 5: Mogliche Ansatzpunkte von Carnosin zur Beeinflussung des Tumorwachstums und des -iiberlebens sowie
der Metastasierung von Tumoren (dargestellt als Blitze), entnommen [136]; mTOR = mechanistic target of rapamycin,
HIF1a = hypoxia inducible factor a, STAT3 = signal transducer and activator of transcription 3, MAPK = mitogen-activated
protein kinases, MMP = matrix metalloproteinases, MGO = methyglyoxal.

Carnosinderivate, L-Histidin und Imidazol

Carnosinderivate

Der Entdeckung von Carnosin folgte die Identifizierung weiterer Derivate. Zu den am besten
untersuchten zahlen Anserin (B-Alanyl-N1-Methylhistidin) und Homocarnosin (y-Aminobutyryl-L-
Histidin) [73]. Beide besitzen ahnliche biologische Eigenschaften wie Carnosin, zeichnen sich jedoch
durch eine hohere Resistenz den Carnosinasen gegeniiber aus [81,100]. Diese Beobachtungen bilden
die Grundlage fiir die Entwicklung neuer Derivate, die unter Erhalt der positiven Eigenschaften des

Dipeptids bei besserer Bioverfligharkeit eine therapeutische Option darstellen konnten [161].

L-Histidin und Imidazol

Ein GroRteil der oben genannten Dipeptidfunktionen kann dem L-Histidinanteil zugeschrieben
werden [127,162,163]. Fir den Menschen ist L-Histidin eine semiessentielle Aminosdure, die
vielfaltige biologische Aktivitdten aufweist [127,162-166]. Diese werden teilweise auf die
funktionelle Gruppe von L-Histidin, einen Imidazolring, zurlickgefiihrt. Der Imidazolring ist eine
heterocyclische aromatische Verbindung. Er ist Bestandteil von vielen weiteren biologisch aktiven
Substanzen wie beispielsweise Himoglobin, Vitamin B12 oder DNS. Fir Imidazol sind antiinfektive
(fungizide, antibakterielle, antituberkulése, antiparasitire und antivirale), antihistaminerge,

antihypertensive sowie antiinflammatorische Wirkungen beschrieben, weshalb es Bestandteil



verschiedener Medikamente wie zum Beispiel von Clotrimazol oder Lorsartan ist. Die in vitro
beobachteten antiproliferativen Effekte von imidazolhaltigen Substanzen konnten in vivo bestatigt

werden, weshalb Imidazolringe bereits in verschiedenen Chemotherapeutika zu finden sind

[167,168].



Ziele der Arbeit

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte eingehender untersucht werden, ob die antineoplastische
Wirkung des Carnosins sich in vergleichbarer Weise beobachten ldsst, wenn die Komponenten des
Dipeptids einzeln oder in Verbindung mit einer anderen Aminosaure kombiniert vorliegen. Zudem
sollte die Frage beantwortet werden, ob Imidazol selbst oder das moglicherweise aus L-Histidin
entstehende L-Histamin eine antineoplastische Wirkung zeigen und inwiefern diese mit der Wirkung
des Dipeptides verglichen werden kann. Zu diesem Zweck wurden Zelllinien von Glioblastomen und
primare Fibroblastenkulturen als Modell fiir differenzierte Zellen mit den unterschiedlichen
Substanzen inkubiert und ihre Vitalitdt unter dem Einfluss der Verbindungen mittels zellbasierter
Assays bestimmt. Fir einen besseren Einblick in die bzw. zum Vergleich der zelluldren Prozesse bei
Inkubation der Glioblastomzelllinien und der primaren Fibroblastenkulturen mit imidazolhaltigen
Stoffen wurden immunhistochemische Farbungen durchgefiihrt und die Gesamtzellzahl, die
lebenden Zellen sowie die nekrotischen Zellen mittels Fluoreszensmikroskopie analysiert. Zudem
wurde die intrazellulaire Menge an Carnosin und L-Alanyl-L-Histidin nach Inkubation der oben
genannten Zellen im Medium mit diesen Dipeptiden mittels Fliissigchromatographie mit
Massenspektrometrie-Kopplung analysiert und bestimmt, inwiefern es in ihrer Anwesenheit und
unter dem Einfluss intrazelluldrer Peptidasen zu einer Erhéhung der intrazellularen L-Histidin-Menge
kommt. SchlieBlich sollte bestimmt werden, ob die Freisetzung von L-Histidin zu einer Erh6hung der

intrazelluldren Konzentration von L-Histamin fihrt.
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Abstract: The naturally occurring dipeptide carnosine (-alanyl-L-histidine) specifically attenuates
tumor growth. Here, we ask whether other small imidazole-containing compounds also affect
the viability of tumor cells without affecting non-malignant cells and whether the formation of
histamine is involved. Patient-derived fibroblasts and glioblastoma cells were treated with carnosine,
L-alanyl-L-histidine (LA-LH), B-alanyl-L-alanine, L-histidine, histamine, imidazole, f-alanine, and
L-alanine. Cell viability was assessed by cell-based assays and microscopy. The intracellular release of
L-histidine and formation of histamine was investigated by high-performance liquid chromatography
coupled to mass spectrometry. Carnosine and LA-LH inhibited tumor cell growth with minor
effects on fibroblasts, and L-histidine, histamine, and imidazole affected viability in both cell types.
Compounds without the imidazole moiety did not diminish viability. In the presence of LA-LH but
not in the presence of carnosine, a significant rise in intracellular amounts of histidine was detected
in all cells. The formation of histamine was not detectable in the presence of carnosine, LA-LH, or
histidine. In conclusion, the imidazole moiety of carnosine contributes to its anti-neoplastic effect,
which is also seen in the presence of histidine and LA-LH. Despite the fact that histamine has a strong
effect on cell viability, the formation of histamine is not responsible for the effects on the cell viability
of carnosine, LA-LH, and histidine.

Keywords: carnosine; glioblastoma; fibroblasts; imidazole-containing compounds; cell viability;
high-performance liquid chromatography coupled to mass spectrometry

1. Introduction

With 3.23 new cases per 100,000 inhabitants in the United States, glioblastoma (GBM) is
the most frequent malignant tumor of the human brain [1]. GBM is an astrocytic tumor that
is classified, according to the World Health Organization (WHO), with the highest WHO
grade IV. Despite the best possible treatment, which consists of maximal safe resection
of the tumor, radiotherapy, and adjuvant chemotherapy with temozolomide, the 5-year
overall survival of GBM patients is only 7.2% [1]. Furthermore, the effectiveness of this
therapy is highly dependent on the genetic properties of the tumor, namely, the methylation
status of the O-6-methylguanine-DNA methyltransferase (MGMT) promotor [2]. In view of
the poor prognosis and missing alternatives to standard therapy, there is ongoing research
for new treatment strategies and drugs that could improve the corresponding outcome.

In recent years, we and others have demonstrated that the naturally occurring dipep-
tide L-carnosine (f-alanyl-L-histidine; note that throughout the text, “carnosine” refers to
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“L-carnosine”), which was originally discovered more than 120 years ago [3], may be a po-
tential anti-neoplastic drug for different types of cancer in general and also for glioblastoma
in particular (for reviews, see [4,5]). As carnosine is rapidly degraded in human plasma due
to the presence of serum carnosinase, it has long been thought that its use as a systemically
administered drug may be limited. Although there is now evidence that carnosine can
escape from degradation by its uptake into erythrocytes [6], other compounds with higher
stability may be considered as alternatives. Therefore, it is reasonable to study and better
understand carnosine’s mode of action on tumor cell viability, which also requires an
understanding of the bioactive characteristics of the molecule. In view of the observation
that L-histidine is able to mimic carnosine’s anti-neoplastic effect [7], we asked whether
other small imidazole-containing compounds are also able to mimic carnosine’s effect,
whether the B-alanyl moiety is required, and whether the effects of other compounds are
indeed comparable to those of carnosine. In addition, we also wanted to know whether the
formation of histamine from L-histidine is involved in the anti-neoplastic effect.

2. Results
2.1. Viability of Glioblastoma Cells and Patient-Derived Fibroblasts in the Presence of
Imidazole-Containing Compounds

In the first series of experiments, we investigated the effect of imidazole-containing
compounds on cell viability using five patient-derived fibroblast cell cultures (13/16, 90/15,
69/15,60/15, 52/15) and four glioblastoma cell lines (U87, T98G, U87, G55T2). The cells
were incubated for 48 h in the presence of carnosine, L-alanyl-L-histidine (LA-LH), B-
alanyl-L-alanyl (3A-LA), L-histidine, histamine, imidazole, L-alanine, and 3-alanine (all
50 mM), and cell viability was determined measuring the amount of ATP in cell lysates
and dehydrogenase (DH) activity in living cells. The data were compared to untreated
control cells. The results of experiments with fibroblasts from culture 52/15 and cells
from the glioblastoma cell line U343 are presented in Figure 1 (all other experiments are
presented in detail in Supplement S1 with Figure Sla for ATP in cell lysates and Figure S1b
for dehydrogenase activity).

The summary of all data obtained is shown in Table 1.

In summary, as revealed by both assays, carnosine significantly reduced viability in
all glioblastoma cells to at least 80% (with the exception of measuring DH in T98G). As
shown in Table 1, fibroblasts also responded with a small reduction of viability in the
presence of carnosine in almost all cells (maximal reduction to 90%), which was, in all
cases, lower than that observed in GBM cell lines. Using LA-LH, we could also detect
a significant reduction of viability in glioblastoma cells, as determined by both assays,
whereas the viability of fibroblasts was not affected by the compound. Overall, carnosine
and LA-LH exerted a comparable impact on glioblastoma cells, with differences regarding
the various cell lines. Histidine reduced glioblastoma cell viability in a stronger manner
than carnosine and LA-LH and significantly affected the viability of fibroblasts. In contrast,
the non-imidazolyl-containing dipeptide BA-LA did not reduce GBM or fibroblast viability.
Histamine strongly reduced fibroblast viability and glioblastoma cell viability without a
significant difference between both cell types. Comparing the effect of histamine with
histidine, a significantly stronger reduction by histamine was detected in fibroblasts but
not in glioblastoma cells. Imidazole also strongly reduced the viability of fibroblasts
and glioblastoma cells without discriminating between the cell types. In comparison
to imidazole, histamine strongly reduced the cell viability of fibroblasts and exerted a
comparable effect on glioblastoma cells.
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Figure 1. Viability of fibroblasts from culture 52/15 (left) and glioblastoma cells from the U343 line
(right) after treatment with different compounds. Cells were treated for 48 h with carnosine (Car),
L-alanyl-L-histidine (LA-LH), B-alanyl-L-alanine (BA-LA), L-histidine (Histid), histamine (Hista),
imidazole (Imid), L-alanine (LA), and B-alanine (BA) (all 50 mM) or vehicle control (Contr) for 48 h.
Cell viability was measured by determining ATP in cell lysates (upper panels) and dehydrogenase
activity (DH) in living cells (lower panels). Results are presented as box plots. Statistical analysis
was performed using a one-way ANOVA. The level of significance between different compounds
is indicated by horizontal lines and compared to Contr above the boxes: *: p < 0.05; **: p < 0.005;
***: p <0.0005; ns: not significant.
Table 1. Effect of different compounds on viability of fibroblasts and glioblastoma cells.
Fibroblasts Glioblastoma Cells |
Culture 13/16 90/15 69/15 60/15 52/15 U343 T98G us7 [ G512 |
Assay ATP[ DH | ATP[ DH | ATP| DH | ATP| DH | ATP| DH | ATP | DH | ATP | DH | ATP | DH | ATP | DH
Carnosine |
LA-LH [
Histidine |
Imidazole
Histamine
bAla-L-Ala
L-Ala
b-Ala
Reduction to control (%): 100-90 90-80 80-70 0-60 60-50 040 40

The reduction of ATP in cell lysates and dehydrogenase activity (DH) in living cells is color-indicated compared
to untreated control cells after 48 h exposure to the compounds. Imidazole-containing compounds are shown in
bold. Note: only statistically significant effects are indicated, and white fields indicate no significance.

2.2. Necrosis and Morphological Changes of GBM Cells and Patient-Derived Fibroblasts after
Treatment with Different Imidazole-Containing Compounds

In the preceding section, we analyzed the viability of GBM cells and fibroblasts by
measuring ATP in cell lysates and dehydrogenase activity in living cells after treatment
with different compounds. These experiments indicated that carnosine and LA-LH more
clearly reduced the investigated parameters in GBM cells than in fibroblasts; histidine and
imidazole also appeared to affect GBM cells more severely than fibroblasts, and histamine
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similarly affected fibroblasts and tumor cells. Nonetheless, only carnosine and LA-LH
appeared to have no effect on the viability of fibroblasts, although they obviously inhibited
the production of ATP and dehydrogenase activity in GBM cells in general to below 80%.

In order to get a more detailed picture of the effect of the compounds on GBM cells
and fibroblasts, we investigated the subsequent morphological changes after treatment
with the selected compounds, and we determined cell numbers and necrotic cells by
propidium iodide staining. In addition, we also stained living cells using Calcein-AM.
For this experiment, cells from the four glioblastoma cell lines (G55T2, T98G, U87, and
U343) and from fibroblast cultures (90/15, 69/15, 60/15, and 52/15) were exposed to our
compounds (each 50 mM) for 48 h. Then, staining with Hoechst 33343, Calcein-AM, and
propidium iodide was performed, and the effects were monitored by phase contrast and
fluorescence microscopy. Figure 2 presents the result of the experiment and its analysis,
along with representative pictures of cells from the U343 line and from fibroblast culture
52/15. A summary of all data obtained is presented in Table 2.

Pictures from experiments with other cell lines and fibroblast cultures are presented in
Supplement S2 with microscopic images for 53/15 (Figure S2a); 60/15 (Figure S2b); 69/15
(Figure S2c); 90/15 (Figure S2d); G55T2 (Figure S2e); T98G (Figure S2f); U87 (Figure S2g);
U343 (Figure S2h) and the statistical analysis (Figure S2i). In addition, a summary of the
observations from all cells is given in Table 2.

In summary, the strongest reduction of the number of living cells was achieved in
the presence of imidazole, which did not significantly discriminate between fibroblasts
or glioblastoma cells, indicating the generally high toxicity of this compound for both
cell types. In some cases (e.g., U87), the loss of cells was so high that the calculation
of the ratio between dead and living cells was not useful (“nd” in Table 2). Histidine
and histamine, on the other hand, affected fibroblasts and glioblastoma cells significantly
differently, with many more dead cells in the latter. Compared to histidine and histamine,
carnosine and LA-LH seemed to be less toxic but, in most cases, exhibited a stronger effect
on glioblastoma cells than on fibroblasts. Comparing the cell counts presented in Table 2
to the effects on physiological parameters (Table 1), it seems to be likely that the effects of
the different compounds on cells may differ with regard to their mechanisms of action on
energy metabolism.

Table 2. Comparison of living cells and the ratio between dead and living cells in fibroblasts and
glioblastoma cell cultures under the influence of different compounds.

Fibroblasts Gliobl
culture 90/15 | 69/15 | 60/15__| _ 52/15 U343 T98G | Gob12 | U8/

%o ratio %o ratio % %o ratio %o ratio % | ratio %o ratio %o ratio
Car il
LALH
Histid
Imid nd
Hista |

ratio

|

> <100- | <90- | <80- | <70- | <60- | <50- | <40- | <30- | <20- <10
100 90 80 70 60 50 40 30 20 10

living cells to control (%)

ratio dead/living <05 >°1'5‘ >1-2 | >2-4 | >4-8 >12' >3126_ >::‘
The total number of living cells in four fibroblast cultures and four glioblastoma cell lines after treatment with
different compounds compared to untreated control cells (in %); the ratios between dead cells and living cells are
color-indicated.

>65
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Contr Car LA-LH Histid Hista Imid Contr Car LA-LH Histid Hista Imid

Figure 2. Microscopic analysis of fibroblasts (52/15) and glioblastoma cells (U343) in the presence of
different compounds. Cells were treated for 48 h with carnosine (Car), L-alanyl-L-histidine (LA-LH),
B-alanyl-L-alanine (B A-LA), L-histidine (Histid), histamine (Hista), imidazole (Imid), L-alanine (LA),
and B-alanine (BA) (all 50 mM) or vehicle control (Contr) for 48 h. Then, microscopic images after
staining with Hoechst 33343 (nuclei, blue), propidium iodide (dead cells, red), and Calcein-AM (living
cells, green) were compared (representative images are presented as overlays in the lower panels,
which also include an image obtained by phase contrast). In order to determine the number of living
cells using Image], the total number of nuclei was determined, subtracting the nuclei of dead cells
(bars in upper panel; note: determination of living cells from images of cells positive for Calcein-AM
staining was not performed because of high errors due to technical reasons). The ratio of dead
cells to living cells is presented by bold numbers in the bars in the upper panel. Statistical analysis
was performed using a one-way ANOVA. The level of significance between different compounds
is indicated by horizontal lines and compared to Contr above the bars: *: p < 0.05; ***: p < 0.0005;
ns: not significant. (Size bars: 100 pum).

2.3. The Release of L-Histidine from L-Alanyl-L-Histidine Does Not Result in the Formation
of Histamine

Next, we investigated whether different amounts of L-histidine are released from
carnosine and LA-LH and whether significant intracellular amounts of histamine can be
formed from intracellular L-histidine. Figure 3a presents the intracellular amounts of
L-histidine when cells are incubated in the presence of carnosine or LA-LH, respectively
(both 50 mM), as determined in fibroblast cell cultures (n = 5) and glioblastoma cell lines
(n=4). As can be seen, no significant increase of intracellular L-histidine compared to
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untreated control cells was observed in cells incubated in the presence of carnosine. In
contrast, incubation in the presence of LA-LH resulted in a significant increase in intracel-
lular L-histidine. In order to detect a possible formation of histamine, we incubated cells
from the GBM line T98G directly in the presence of L-histidine (25 mM) and histamine
(25 uM) and determined the amount of both compounds in the cells. As can be seen in
Figure 3b, we could not detect histamine in cells incubated in the presence of L-histidine,
although we observed a steep rise in the intracellular amount of histamine when added
to the medium. In addition, we did not detect histamine or its degradation products in
cells exposed to carnosine, LA-LH, or L-histidine, whereas we observed the formation of
N-methylhistamine in cells cultivated in the presence of histamine.

a [ fibroblasts [] GBM| b [Jnistidine [l histamine|
~ 50-
3 —
g 3%10°
§ 40
g 8 2"1(?'
S 30
2 S 1x10° 4
S ° =
g > E
S 10 ©
2 —ns 8 3x10 4
PN § o 2
8
S -
8 1.5 £ 2x104
e )
S 104 £ ;

U ©
2 = 3 1x107 1
5\2‘3 0.5 ND ND

———— 0 t
control carnosine L-ala-L-his control 25 mM 25uM

L-histidine histamine

Figure 3. Release of histidine from carnosine and LA-LH and formation of histamine from histidine
in fibroblasts and glioblastoma cells. (a) Four different glioblastoma cell lines and five different
fibroblast cultures were treated with carnosine or L-alanyl-L-histidine (LA-LH) (both 50 mM) or
vehicle control for 48 h. Afterwards, metabolites were extracted and intracellular histidine was
determined by LC-MS. Results are presented as box plots that were obtained from the median of the
replicates of each cell culture. (b) T98G cells were treated with 25 mM L-histidine, 25 uM histamine,
or vehicle control for 48 h. Afterwards, metabolites were extracted, and intracellular histamine and
L-histidine were determined by LC-MS. Statistical analysis was performed using a one-way ANOVA
with the Games-Howell post hoc test. The level of significance is indicated as: *: p <0.05; **: p < 0.005;
not significant (ns): p > 0.05. ND: not detected.

3. Discussion

Several decades ago, the anti-neoplastic effect of carnosine was first described in vivo
by Nagai and Suda [8]. Later, this observation was confirmed in vivo and in vitro by
several groups and for different types of cancer, such as gastric carcinoma [9], colon carci-
noma [10], cervical carcinoma [11], and glioblastoma [12]. Just recently, we demonstrated
that L-histidine, one amino acid of the dipeptide, reduces GBM cell viability even more
potently than carnosine [13]. Therefore, we wondered whether L-histidine itself or other
histidine-containing compounds would also discriminate between malignant GBM cells
and non-malignant fibroblasts, as demonstrated for carnosine [14,15]. Here, we observed
that carnosine significantly reduced cell viability in GBM cells, whereas there was no sig-
nificant effect observed in fibroblasts with regard to the amount of ATP in cell lysates and
only a small but significant effect with regard to dehydrogenase activity. A comparable dis-
crimination between tumor and non-tumor cells was also observed after the application of
LA-LH. Although L-histidine did significantly reduce the viability of fibroblasts, the effect
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was stronger in GBM cells but significantly different between GBM cells and fibroblasts
only with regard to dehydrogenase activity.

As L-histidine also has anti-neoplastic effects on GBM cells, this observation raises the
question of whether L-histidine could be used as a therapeutic agent instead of carnosine.
First of all, at the concentrations employed in our experiments (50 mM), the amino acid
obviously also affects fibroblasts. Comparable observations have been made by Rauen
et al., who detected that in cultivated liver cells, L-histidine at a concentration of 76 mM
had a ~2.5 higher toxicity compared to carnosine at a concentration of 198 mM [16]. As
L-histidine is a proteinogenic amino acid, it could also be assumed that orally ingested
L-histidine is taken up by other cells and may not reach the tumor. Orally applied carnosine,
on the other hand, is rapidly degraded by serum carnosinase [17] and may, therefore, be
limited in delivering its histidine moiety to cancer cells. In this regard, it has to be noted
that we recently demonstrated that carnosine can escape from degradation by uptake into
erythrocytes [6], explaining the observation that the dipeptide can be detected in the urine
of volunteers up to 5 h after oral ingestion [18]. In addition, there are several reports of the
therapeutic effects of orally ingested carnosine that point towards the delivery of intact
carnosine, especially to the brain [19-21].

Given the fact that LA-LH has an anti-neoplastic effect comparable to carnosine, being
able to discriminate between tumor and non-tumor cells, the other question is whether
this compound or other imidazole-containing dipeptides could be a useful alternative
to carnosine. This question cannot be answered yet, but it is interesting to note that
our experiments demonstrate that LA-LH is intracellularly more rapidly degraded to its
amino acid constituents than carnosine (Figure 3). Therefore, future experiments should
investigate whether the release of L-histidine results in a more rapid loss of the bioactive
imidazolyl moiety in the cells and whether more stable L-histidine-containing dipeptides
could be an alternative to carnosine or LA-LH. More complex synthetic compounds derived
from imidazole have already been discussed as potential anti-cancer drugs (for a review,
see [22]). In fact, some of the more complex imidazole-derived compounds have already
entered the clinics with regard to a number of diseases (for a review, see [23]), but one
has to take into account that synthetic drugs require intensive testing before being used in
therapy. On the other hand, carnosine is a naturally occurring compound that has already
been used in a number of studies with human patients, and, together with its constituent
{-alanine, it has a high acceptance as a food supplement for athletes [24]. At this point, it is
also interesting to note that carnosine, instead of negatively affecting non-malignant cells,
has protective effects on normal cells and has been discussed as a neuroprotector, especially
in various pathological brain conditions [25]. Imidazole itself has also been discussed as a
potential drug for the treatment of colon cancer [26]. However, although Long and Wang
used low concentrations in their culture experiments with colon carcinoma cells (up to
36 uM), the high toxicity towards fibroblasts, as seen in our experiments, should be taken
into account when considering the use of imidazole as an anti-cancer drug.

Another question addressed by the presented experiments is whether histamine ob-
tained by decarboxylation of L-histidine could be responsible for carnosine’s and L-histidine’s
anti-neoplastic effect. This notion has been discussed by others [27] and could have been
deduced by the fact that histamine has a very strong effect on viability (Figure 1). However,
we now rule out this possibility by the observation that we could not detect the formation
of histamine after the exposure of GBM cells to carnosine, LA-LH, or L-histidine. In addi-
tion, we also did not detect N-methylhistamine, a degradation product of histamine, in
cells exposed to carnosine, LA-LH, or L-histidine, which were detectable in cells exposed
to histamine. At this point, it should also be noted that AOC1 (gene encoding diamine
oxidase (EC 1.4.3.22), which is responsible for the conversion of L-histidine to histamine) is
almost never present in GBM cells and normal brain tissue (transcripts per million tran-
scripts ~2), as revealed by in silico analysis using data from the TCGA Research Networks
(https:/ /www.cancer.gov/tcga; accessed on 24 December 2022) and the GTex database
(https:/ /gtexportal.org/home/; accessed on 24 December 2022) using GEPIA (Gene Expres-
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sion Profiling Interactive Analysis; http://gepia.cancer-pku.cn/; accessed on 24 December
2022 [28]). In addition, it should be noted that the neuroprotective properties of carnosine
are also independent of its metabolization via the L-histidine-histamine pathway [29].

In conclusion, our experiments demonstrate the importance of the L-histidine moi-
ety of carnosine for its anti-neoplastic effect. Although the molecular mechanisms by
which this moiety exerts its anti-neoplastic effect have to be revealed in detail, there is
evidence that imidazolyl-containing compounds are able to inhibit mitochondrial ATP
production [30]. In addition, it has been shown that they can induce cell cycle arrest [31],
most likely by binding the imidazolyl moiety to DNA [32]. Despite the observation that
the imidazolyl moiety contributes to the anti-neoplastic effect, it is important to note that
we recently demonstrated that carnosine’s influence on tumor cell viability is accompa-
nied by an influence on the pentose phosphate pathway through its interaction with the
glycolytic intermediates glyceraldehyde-3-phosphate and dihydroxyacetone phosphate.
Therefore, carnosine may have a broader influence on tumor cells than L-histidine alone
or other imidazolyl-containing dipeptides [13]. Finally, it would also be interesting to test
whether the other compounds used in our study also affect the migration of GBM cells,
as demonstrated for carnosine [15]. On the other hand, at least for compounds with high
toxicity, such as L-histidine, imidazole, or histamine, one certainly needs to test lower
concentrations than those used in our present investigation.

4. Material and Methods
4.1. Reagents

If not stated otherwise, all chemicals were purchased from Sigma-Aldrich (Taufkirchen,
Germany), Merck (Darmstadt, Germany), or Carl Roth (Karlsruhe, Germany). Carnosine
was kindly provided by Flamma s.p.a. (Chignolo d’Isola, Italy); L-alanyl-L-histidine and
B-alanyl-L-alanine were purchased from Bachem (Bubendorf, Switzerland).

4.2. Cell Lines and Fibroblast Cultures

The glioblastoma cell line G55T2 was obtained from Sigma (Taufkirchen, Germany),
the cell lines U87 and T98G from the ATCC (Manassas, VA, USA), and the U343 line from
the German Collection of Microorganisms and Cell Cultures (Braunschweig, Germany).
All cells were genotyped (Genolytic GmbH, Leipzig, Germany), and their identities were
confirmed.

For cultivation, cells were propagated in 250 mL culture flasks (Sarstedt AG & Co.,
Niimbrecht, Germany) using 10 mL of standard culture medium (DMEM/4.5 g/L glucose,
without pyruvate (Life Technologies, Darmstadt, Germany) supplemented with 10% fetal
bovine serum (FBS superior, Biochrom, Berlin, Germany), 2 mM GlutaMax (Life Technolo-
gies), and penicillin-streptomycin (Life Technologies)) at 37 °C and 5% CO, in humidified
air in an incubator.

Fibroblast cultures were established as described previously [15]. Briefly, freshly re-
moved galea tissue was washed with PBS (phosphate-buffered saline) and minced with
a scalpel blade. After mincing, small tissue pieces were transferred to a 25 cm? culture
flask (TPP, Trasadingen, Switzerland) sprinkled with AmnioMax complete medium (Gibco,
Darmstadt, Germany). Tissue pieces were incubated for 30 min at room temperature, and
finally, 1 mL AmnioMax complete medium was added. Incubation was then performed at
37 °C, with 5% CO; and humidified air in an incubator. Medium was changed after 72 h.
As soon as a confluent layer was obtained, cells were removed from culture flasks by the
use of Accutase (PAA, Pasching, Austria) and transferred to 75 cm? culture flasks (TPP).
AmnioMax medium with AmnioMax supplement was used for the first 2-3 weeks of culti-
vation. Thereafter, fibroblasts were cultivated under the same conditions as glioblastoma
cells. Galea tissue was obtained during standard surgery performed at the Neurosurgery
Department of the University Hospital Leipzig in 2015 and 2016. All patients provided
written informed consent according to German law, as confirmed by the local committee
(144/08-ek).
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4.3. Cell Viability Assays

For cell viability assays, cells were counted and seeded into sterile 96-well plates
(uClear, Greiner Bio One, Frickenhausen, Germany) at a density of 5000 cells/well in
200 pL standard medium. After 24 h of cultivation (37 °C, 5% CO;/95% air), the medium
was aspirated and fresh medium containing supplements was added, as indicated in each
experiment (100 pL/well), and the cells were incubated for an additional 48 h. Then,
the CellTiter-Glo Luminescent Cell Viability Assay (Promega, Mannheim, Germany) was
employed to determine viable cells by measuring ATP in cell lysates, and the CellTiter-Blue
Cell Viability Assay (Promega) was used to quantify the cell’s dehydrogenase activity
in living cells. All assays were carried out according to the manufacturer’s protocols.
Luminescence and fluorescence were measured using a SpectraMax M5 multilabel reader
(Molecular Devices, Biberach, Germany).

4.4. Staining and Determination of Live and Dead Cells

The number of live and dead cells after treatment with different compounds was
determined in 12-well plates (TPP). Cells were seeded at a density of 80,000 cells per well
in 1 mL of medium. After 24 h, cells received fresh medium with the test compounds.
After 48 h in the presence of the compounds, cells were washed with Hanks balanced salt
solution (calcium, magnesium, 1 g/L glucose, pH 7.4; Thermo Fisher Scientific, Darmstadt,
Germany) before DMEM containing Calcein-AM (2 uM), propidium iodide (1.5 uM), and
Hoechst 33343 (2 uM) was added for 1 h. Microscopic pictures were taken using a BZ-X800
microscope (Keyence, Neu-Isenburg, Germany) using phase contrast and fluorescence to
identify nuclei (360/460 nm), living cells (470/525 nm), and dead cells (560/630 nm). For
the determination of the number of nuclei and of dead cells, 9 images (at 4 x magnification)
from each well were taken, and Image] was used to determine the number of dead cells and
nuclei [33]. (Note: we used this approach instead of a FACS analysis, as the detachment of
fibroblasts, especially under high toxicity conditions, contributes to additional toxicity.)

4.5. Determination of Intracellular L-Histidine

Intracellular amounts of histidine and histamine were determined as described previ-
ously [13]. Briefly, cells were seeded at a density of 300,000 cells per well into a 6-well plate
in 2 mL of culture medium. After 24-h cultivation, the culture medium was removed and
replaced with fresh medium containing specific compounds for each experiment, and cells
were incubated for an additional 48 h. Then, cells were washed thrice with 1 mL of ice-cold
washing buffer, followed by extraction and by the addition of 400 pL of ice-cold methanol.
After 10 min of gentle shaking on ice, extracts were collected in 1.5 mL Eppendorf tubes
and wells were rinsed twice in 400 puL distilled high-quality water (Milli-Q). Samples were
evaporated to dryness by lyophilization (Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen, Os-
terode, Germany). For derivatization, the freeze-dried extracts were redissolved in 100 pL
high-quality water (Milli-Q), and 100 uL 0.5% ortho-phthalaldehyde (dissolved in methanol)
was added. Derivatization was carried out at 37 °C in a thermomixer for 45 min, followed
by the addition of 800 uL 0.1% formic acid in HPLC grade water. The obtained solution
(200 uL) was transferred into 250 uL conic glass inserts of 2 mL ND10 vials, followed by
high-performance liquid chromatography coupled to mass spectrometry (HPLC-MS). After
extraction, the protein of the remaining layer of fixed cells was extracted by the addition of
200 uL lysis buffer (77 mM K;HPOy, 23 mM KH,POy, 0.2% TritonX-100, pH 7.8). Then, the
total protein was determined by using the Pierce 660 nm Protein Assay (Thermo Scientific,
Braunschweig, Germany).

4.6. HPLC-MS Set Up and Data Analysis

An Agilent 1100 series HPLC consisting of a variable wavelength detector, a well plate
autosampler, and a binary pump, coupled with a Bruker Esquire 3000 plus electrospray
ionization mass spectrometer, was used. The column was a Phenomenex Gemini 5 u C18
110 A 150 mm x 2 mm column with a precolumn. The eluent system consisted of two
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solvents, with eluent A: 0.1% formic acid in acetonitrile and eluent B: 0.1% formic acid in
HPLC grade water. Mobile phase flow rate was 0.5 mL/min with the following gradient
for separation: 0-10 min 90% B, 90% to 0% B within 15 min, 25-35 min 0% B, 0% to 90%
B within 5 min, and 40-47 min 90% B for column equilibration. The mass spectrometer
operated in positive mode (target mass: m/z 300; mass range: m/z 70-400), and the dry
gas temperature was set to 360 °C (flow rate: 11 L/min; 70 psi). Data were analyzed using
OpenChrom version 2.0.103.v20150204-1700 [34]. Histidine and histamine were identified
by standards, and target masses m/z 272 (histidine) and 228 (histamine) were used for
quantification. If not stated otherwise, the abundance of a metabolite is defined by the peak
area determined from the selected ion chromatogram of an experiment, normalized to the
total cellular protein (ug). It should be noted that this method does not allow discrimination
between D and L stereoisomers. Thus, when referring to signals obtained by HPLC-MS,
only histidine (and not L-histidine) is mentioned.

4.7. Statistical Analysis and Graphical Representation

Statistical analysis was carried out using SPSS (IBM, Armonk, NY, USA; version:
28.0.0.0 (190)). For multiple comparisons, a one-way ANOVA after testing for normality
of distribution (Kolmogorov-Smirnov test) was employed, using a Games-Howell or
Bonferroni post hoc test after testing for equality of variances (Levene’s test). Results were
considered to be statistically significant at a value of p < 0.05. Graphical representations
were prepared using OriginPro (2021b; OriginLab Corporation, Northampton, MA, USA)
and CorelDraw Graphics Suite 2020 (Corel Corporation, Ottawa, ON, Canada).

Supplementary Materials: The following are available online at https:/ /www.mdpi.com/article/
10.3390/1jms23105834/s1 Supplement S1: Viability of cells from four glioblastomas and from five
fibroblast cultures derived from patients, cultivated in the presence of imidazole-containing com-
pounds. Supplement S2: Microscopic analysis of fibroblast cell cultures and glioblastoma cells in the
presence of different compounds.
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Figure S1. Viability of cells from four glioblastoma and from five fibroblasts cultures derived from

patients, cultivated in the presence of imidazole-containing compounds. Patient-derived fibroblast
cell cultures (13/16, 90/15, 69/15, 60/15, 52/15) and glioblastoma cell lines (U87, T98G, U87, G55T2)
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were incubated for 48 hours in the presence of carnosine (Car), L-alanyl-L-histidine (LA-LH),
B-alanyl-L-alanyl (BA-LA), L-histidine (Histid), histamine (Hista), imidazole (Imid), L-alanine (LA)
and B-alanine (BA) (all 50 mM). Cell viability was determined measuring the amount of ATP in cell
lysates (a) and dehydrogenase (DH) activity in living cells (b). Results are presented as box-plots.
Statistical analysis was performed using a one-way ANOVA after testing for normality of
distribution (Kolmogorov-Smirnov test) and dependent on testing for equality of variances
(Levene's test) using a Games-Howell or Bonferroni post hoc test. The level of significance between
different compounds is indicated by horizontal lines and compared to Contr above the boxes: *: p <
0.05; **: p <0.005; ***: p < 0.0005; ns: not significant.
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Figure S2. Microscopic analysis of fibroblast cell cultures and glioblastoma cells in the presence of

different compounds. Cells were treated for 48 hours with carnosine (Carno),
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(LA-LH), L-histidine (Histi), histamine (Hista), imidazole (Imid) (all 50 mM) or vehicle control
(Contr) for 48 hours. Then, microscopic images after staining with Hoechst 33343 (nuclei, blue),
propidium iodide (dead cells, red) and Calcein-AM (living cells, green) was performed.
Representative images for all investigated cultures are presented on the following pages (a:
Fibroblasts 52/15; b: Fibroblasts 60/15; c: Fibroblasts 69/15; d: Fibroblasts 90/15; e: GBM cell line
G55T2; f: GBM cell line T98G; g: GBM cell line U87; h: GBM cell line U343). On the left of each panel
collection an overlay of nuclei (blue) and of dead cells (red) is shown. The center of each panel
collection shows images obtained visualizing Calcein-AM staining of living cells and to the right
phase contrast images are shown. Note: in order to compare all images with each other, the same
exposition times were used which in some cases results in a blurring image. In (i) box blots are
shown that represent the number of living cells under each condition and for all cultures employed
(bars) and the ratio of living to dead cells (bold numbers in the bars) as determined by cell counting
using Image]. Statistical analysis was performed using a one-way ANOVA. The level of significance
between different compounds is indicated by horizontal lines and compared to Contr above the
bars: *: p < 0.05; **: p <0.005; **: p < 0.0005; ns: not significant. (Size bars: 100 pum).
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2020 starben 239.600 Menschen in Deutschland an einer Krebserkrankung, davon 5.929 infolge einer
bosartigen Neubildung des Gehirns. Damit zdhlen die Hirntumoren zu den 10 haufigsten
Krebserkrankungen in Deutschland [2]. Der hadufigste primare maligne Hirntumor ist das Glioblastom
[8]. Selbst wunter Ausschopfung aller Therapiemoglichkeiten ist die Prognose von
Glioblastompatienten mit einer 5-Jahresiiberlebensrate von 6,6 % sehr schlecht [6]. Durch die
hochsensible Lokalisation des Tumors im Gehirn und aufgrund seines invasiven Wachstums sind den
therapeutischen Moglichkeiten, wie der Resektion bzw. stereotaktischen Bestrahlung, Grenzen
gesetzt. Zusatzlich erschwert die Blut-Hirn-Schranke die Erreichbarkeit des Tumors fiir systemische
Therapien. Ein moglicher therapeutischer Ansatz konnte L-Carnosin sein, ein endogen
vorkommendes Dipeptid, flir das bereits antineoplastische Effekte - auch fiir das Glioblastom -

nachgewiesen worden sind [55,127]. L-Carnosin setzt sich aus den Aminosduren L-Histidin und B-



Alanin zusammen. Es findet sich unter anderem in der Muskulatur und im Bulbus olfactorius des
Menschen [52,59,60]. Neben den antineoplastischen Wirkungen wurden seit der Entdeckung 1900
viele weitere Eigenschaften von L-Carnosin, wie beispielsweise die Reduktion von oxidativem Stress
und seine Funktion als Neurotransmitter identifiziert [120].

Ein wesentliches Ziel aktueller Forschung ist die Entschliisselung des antineoplastischen
Wirkmechanismus. L-Histidin, eine Komponente des L-Carnosins, hemmt die Vitalitdit von
Glioblastomzellen ebenfalls [127]. Beiden gemein ist ein Imidazolring als bioaktive Struktur. Da fir
imidazolhaltige Verbindungen bereits antiproliferative Wirkungen beschrieben wurden, liegt die
Vermutung nahe, dass auch die antineoplatischen Effekte von L-Carnosin liber Imidazol vermittelt
werden [167].

In einer ersten Serie von Experimenten wurde daher der Einfluss von verschiedenen imidazolhaltigen
Substanzen auf die Zellvitalitat von Glioblastomzelllinien (U87, U343, T98G, G55T2) im Vergleich zu
primaren Fibroblastenkulturen (13/16, 90/15, 69/15, 60/15, 52/15) untersucht. Hierfir wurden die
Zellen jeweils fur 48 Stunden im Medium mit jeweils 50 mM unterschiedlicher Testsubstanzen
inkubiert und die Zellvitalitat einerseits (iber den ATP-Gehalt im Zelllysat (Cell Titer Glow®, CTG) und
andererseits Uber die Dehydrogenaseaktivitdt in lebenden Zellen (Cell Titer Blue®, CTB) bestimmt.
Unter dem Einfluss der beiden Dipeptide L-Carnosin und L-Alanyl-L-Histidin zeigte sich eine
signifikante Reduktion der Zellvitalitat der Glioblastomzellen auf mindestens 80 % im Vergleich zu
den Kontrollbedingungen in beiden Vitalitdtsassays (Ausnahmen: L-Carnosin: T98G im CTB, L-Alanyl-
L-Histidin: G55T2 und U87 im CTB). Im Gegensatz dazu fiel die Abnahme der Zellvitalitat der primaren
Fibroblastenkulturen auf maximal 90 % deutlich geringer aus und erreichte nur im Falle von L-
Carnosin die statistische Signifikanz. Unter der Annahme, dass der antiproliferative Effekt tiber L-
Histidin bzw. Gber die Bildung von L-Histamin vermittelt wird, wurde deren Einfluss auf die
Zellvitalitat untersucht. Nach Inkubation mit beiden Stoffen zeigte sich ebenso wie nach Inkubation
mit Imidazol eine signifikante Abnahme der Zellvitalitat aller Zellen, wobei der starkste Effekt unter L-
Histamin zu beobachten war (< 40 %). In der Literatur werden auch der zweiten Komponente von L-
Carnosin, dem B-Alanin, antineoplastische Wirkungen zugeschrieben [169]. Nach Inkubation mit -
Alanin wie auch seinem L-Enantiomer, L-Alanin, kam es zu einer leichten, aber signifikanten
Abnahme der Zellvitalitdt der malignen Zellen auf maximal 80 %. Die Behandlung mit einem Dipeptid
aus beiden Aminosauren, dem B-Alanyl-L-Alanin, fiihrte zu keiner signifikanten Anderung der Vitalitat
beider Zelltypen (Ausnahme: G55T2 mit signifikanter Reduktion auf maximal 80 % im CTG und CTB).
Insgesamt war der Effekt der getesteten Stoffe vor allem in Bezug auf die Glioblastomzelllinien sehr
heterogen.

Unter der Annahme, dass unterschiedliche Wirkprinzipien die Unterschiede im Ansprechen auf die

verschiedenen imidazolhaltigen Substanzen bedingen, wurden in einer nachsten Serie von



Experimenten die morphologischen Veranderungen der einzelnen Zellen als ein erster Einblick in die
zelluldren Prozesse unter den verschiedenen imidazolhaltigen Stoffen und Imidazol selbst untersucht.
Hierzu wurden mittels immunhistochemischer Farbungen die Gesamtzellzahl (mit Hoechst 33343),
die Anzahl nekrotischer Zellen (mit Propidiumiodid) und die Anzahl der lebenden Zellen (mit Calcein-
AM) ermittelt, nachdem die oben genannten Glioblastomzelllinien und vier der oben genannten
priméren Fibroblastenkulturen (auRer 13/16) mit jeweils 50 mM L-Carnosin, L-Alanyl-L-Histidin, L-
Histidin, L-Histamin und Imidazol fur 48 Stunden inkubiert worden waren. Unter dem Einfluss der
beiden Dipeptide L-Carnosin und L-Alanyl-L-Histidin wurde ein tumorspezifischer Effekt bei insgesamt
geringer Toxizitat ersichtlich. Der Anteil an nekrotischen Zellen war nach Behandlung der Zellen mit
L-Histidin, L-Histamin und Imidazol deutlich héher, was z. B. ein Hinweis auf eine unterschiedliche
Beeinflussung des Zellmetabolismus durch die verschiedenen Substanzen sein kénnte.

Um zu klaren, ob der antineoplastische Effekt der Dipeptide L-Carnosin und L-Alanyl-L-Histidin auf
eine Freisetzung von L-Histidin zurtickzufiihren ist und ob es diesbeziiglich Unterschiede zwischen
malignen und differenzierten Zellen gibt, wurden die Glioblastomzelllinien und die primaren
Fibroblastenkulturen fir 48 Stunden mit 50 mM L-Carnosin und mit 50 mM L-Alanyl-L-Histidin
inkubiert. Danach wurden mittels Flissigchromatographie, gekoppelt mit Massenspektrometrie, die
intrazelluldaren Konzentrationen von L-Carnosin und L-Alanyl-L-Histidin sowie die freigewordene
Menge an L-Histidin gemessen. Wahrend nach Inkubation mit L-Carnosin in allen Zelllinien keine
signifikante Menge an L-Histidin gemessen werden konnte, wurde ein signifikanter Anstieg der L-
Histidinkonzentration in malignen und differenzierten Zellen nach Inkubation mit L-Alanyl-L-Histidin
detektiert. Weder unter dem Einfluss von L-Carnosin noch unter dem Einfluss von L-Alanyl-L-Histidin
wurden relevante Mengen von L-Histamin gemessen. Exemplarisch behandelten wir eine
Glioblastomzelllinie (T98G) mit 50 mM L-Histidin und 50 mM L-Histamin Gber 48 Stunden. L-Histamin
sowie sein Abbauprodukt N-Methylhistamin konnte nach Inkubation der Zellen mit L-Histamin in den
Zellen nachgewiesen werden. Nach Inkubation mit L-Histidin hingegen zeigte sich kein signifikanter
Anstieg der L-Histaminmenge.

Zusammenfassend kann fiir die beiden Dipeptide L-Carnosin und L-Alanyl-L-Histidin ein
tumorspezifischer, wachstumshemmender Effekt postuliert werden. Trotz vergleichbarer Ergebnisse
in den Vitalitdtsassays und den immunhistochemischen Farbungen wurde unter dem Einfluss von L-
Alanyl-L-Histidin eine signifikante intrazelluldre Freisetzung von L-Histidin gemessen, wahrend L-
Carnosin nicht gespalten wurde. Ob mit der intrazelluldren Spaltung von L-Alanyl-L-Histidin auch eine
verringerte Halbwertszeit der antiproliferativen Wirkung einhergeht, kann mit den vorliegenden
Experimenten nicht beantwortet werden. Die hohere Toxizitdt des L-Histidins gegeniber
differenzierten Zellen wurde unabhangig von der intrazelluldren Freisetzung der Aminosaure durch

die Kopplung mit einem Alanin abgeschwéacht. Ebenfalls unabhangig von der intrazelluldren



Freisetzung des L-Histidins lieRen sich keine Belege dafiir finden, dass der antineoplastische Effekt
auf die Bildung von L-Histamin, was ebenfalls antiproliferative Eigenschaften aufwies, zurlickzufiihren
ist. Insgesamt scheint der Imidazolring im Histidinanteil des L-Carnosins als bioaktive Struktur fiir die
antineoplastische Wirkung verantwortlich zu sein. Aufgrund seines im Vergleich zu L-Histidin, L-
Histamin und Imidazol spezifischeren Effekts ist davon auszugehen, dass die antineoplastische
Wirkung von L-Carnosin noch Uber andere Mechanismen vermittelt wird z. B. Uber eine
Beeinflussung des Zellmetabolismus [170]. Weitere Untersuchungen zum Wirkmechanismus von L-
Carnosin sind jedoch erforderlich, ehe ein Einsatz als Therapeutikum vorstellbar ist. Dem Problem der
schnellen Spaltung durch die Serumcarnosinase konnte dann beispielsweise mit der Derivat-
entwicklung entgegengewirkt werden, Gber die die antineoplastische Wirkung bei verbesserter Bio-

verfligbarkeit erhalten bleiben kénnte [83,161].
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