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Einleitung 1

1 Einleitung

Bei der Chemotherapie zur Behandlung von malignemdren beobachtet man sehr
haufig das Auftreten von Kreuzresistenzen gegette vérukturell nicht verwandte
Substanzen. Dieses Phanomen der Multidrug Resest@WiDR) wurde das erste Mal
Anfang der 70er Jahre des letzten JahrhundertKetwhDangbeschrieben [Dang 1973].
Dafur verantwortlich zeigte sich ein 170 kDa grol3e®embranprotein, das die
Permeabilitdt der Zellmembran veranderte, weshalbden Namen P-Glykoprotein
(P fur permeability) erhielt [Juliano; Ling 197&Jeben dem P-Glykoprotein (P-gp) sind
heute eine Reihe weiterer Transportproteine bekamin¢ fir die Ausbildung
korpereigener Resistenzen gegen Zytostatika, Aniiitai sowie HIV-Protease- und
ReverseTranskriptase-Inhibitoren verantwortlich dsirDie  MDR stellt somit als
limitierender Faktor bei der Behandlung mit diesérzneistoffen eines der
Hauptprobleme fiir eine erfolgreiche Therapie daarfier et al. 1983]. Die Ursache fir
MDR ist hauptsachlich in der Uberexpression vomgnaembranaren sowie zellularen
Transportsystemen zu sehen. Diese so genannteoxgiffnpen sind in der Lage,
Xenobiotika unter Energieverbrauch aus den Ziedreln den Extrazellularraum zu
transportieren, was teilweise auch schon wahremdd@usion von Substanzen durch
die Zellmembran geschieht. In der Folge sinkt denkentration applizierter Pharmaka
unter die wirksame Dosis, so dass sie flr einek@¥ie Therapie nicht mehr ausreicht.
Die fur den Transport notwendige Energie wird durddydrolyse von
ATP (Adenosintriphosphat) zur Verfigung gestelltoftld et al. 1988] fur das die
beteiligten Proteine eine charakteristische Bindstajle besitzen. Deshalb werden sie in
der Gruppe der ABC-Transporter (ATP binding casjetisammengefasst [Walker et
al. 1982]. Sie sind im Organismus weit verbreitegrden aber besonders stark in
Tumorzellen exprimiert.

Zwar sind die Transporter sattigbar, allerdingsréithDosiserhéhungen hier eher zu
steigenden Nebenwirkungen als zum gewunschten t=ffde das therapeutisch
vertretbare Mal3 haufig Uberschritten wird. So stuater anderem Ziel der heutigen
Forschung, Méglichkeiten zu finden die Transporzesse zu beeinflussen, um die MDR
zu Uberwinden und Resistenzentwicklungen einzugmenz

Zahlreiche unterschiedliche Arzneistoffe verfligeheri gute MDR-modulatorische
Eigenschaften ben vitro Anwendung. Problematisch ist dagegen der Einsaiwo, da
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die eigentliche Hauptwirkung der Pharmaka nun aterwinschte Nebenwirkung
auftritt. Hinzu kommt, dass eine Hemmung von Tramgpozessen hoher Plasmaspiegel
bedarf, die aber das vom Organismus tolerierte 8aBrzneistoff Uberschreiten.

Aus diesen so genannten Modulatoren der |. Geoaratturden durch strukturelle
Modifikationen und Verwendung weiterer, neuarti§emukturen Modulatoren der II. und
lll. Generation entwickelt, die sich durch eine tieb verbesserte Wirksamkeit und
verringerte Nebenwirkungen auszeichnen [Liskovitthyie 2002]. Trotz intensiver
Bemuhungen sind bis heute keine Arzneistoffe mitRADodulatorischer Wirkung auf

dem Markt, so dass weitere Untersuchungen und Fangsarbeit notig sind.
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2 Aufgabenstellung

In der letzten Zeit sind fur die Wirkstoffentwicklg P-Glykoprotein und verwandte
ABC-Transporter im Zusammenhang mit der ZytostaResistenz  und
Arzneistoff-Interaktionen auf3erordentlich interegsgeworden. Die vorliegende Arbeit
soll sich in diese Forschungsrichtung einordnen einén Beitrag zur Entwicklung und
Charakterisierung entsprechender MDR-Modulatorestee.

Am Institut fir Pharmazie der Martin-Luther-Univiéés wurde in der Arbeitsgruppe
Dr. Schmidt / Prof. Blgeeine Reihe potentieller Wirkstoffe zur MDR-Modudat
synthetisiert [Schmidt et al. 2002]. Ein Teil deedindungen mit Phenothiazin-Grund-
struktur wurde bereits untersucht und Struktur-\Mgs-Beziehungen konnten
abgeleitet werden [Escobar Castillo 2000]. Neben é#enothiazinen erfolgte die
Synthese von Strukturen mit Hydantoin-, Carbazaid uminostilben-Grundkorpern
sowie die Darstellung von neuartigen 1,3-Dioxoland 1,3-Dioxan-Derivaten [Ungvari
2005]. Die Zielstellung dieser Arbeit bestand inr deestung und Charakterisierung
samtlicher synthetisierter Verbindungen hinsichtlicghrer MDR-modulatorischen
Wirksamkeit, wobei die Phenothiazin-Derivate im ¥ergrund standen.

Im Einzelnen ergaben sich folgende Teilaufgaben:

1. Die zentrale Aufgabe war die Testung der neuhstigierten Verbindungen an
einem geeigneten biologischen Testmodell und dreitBung der entsprechen-
den Wirkungsstarken.

2. Daflr musste zunachst ein geeignetes biologisdessmodell gefunden und
charakterisiert werden. Das beinhaltete die Auswahd Testung einer
geeigneten Zellkultur, die entsprechende Tranddotekile exprimiert.

3. Fur die Ermittlung des MDR-modulatorischen Pasdst wurden geeignete
Zytotoxizitatstests verwendet und ihre Eignung silshere Screeningmethode
geprift. Dazu gehérte auch die Auswahl und Verwagdueines
Auswertesystems, mit dem vergleichbare Wirkwertdibenbar waren.

4. Auf der Basis der Wirkwerte und der vorliegen@aten zu den Strukturen ergab
sich die Fragestellung, ob durch Struktur-Wirkudgeslysen eine optimale
Molekulstruktur beschrieben werden kann, die zuitewen Aufklarung der
Struktur von Transportmolekilen beitrdgt sowie dieschreibung von

Pharmakophoren zul&sst.



Grundlagen 4

3 Grundlagen

3.1 Prinzipien der Resistenzbildung

Resistenzentwicklungen gehéren seit jeher zum lidién Entwicklungsprozess von
Organismen, ohne den deren Uberleben nicht moglite. Das gerade in den letzten
Jahren vermehrte Auftreten von multiresistenten t&&nstammen, das fur viele
Krankenh&user eine ernsthafte Bedrohung darsteldr die abnehmende Wirkung von
Arzneimitteln gegen Malariaerreger sind nur zweiisBeele daftr. Auch bei der

Krebschemotherapie stellt die zunehmende Resistemz Tumoren gegen die
eingesetzten Zytostatika ein ernstes Problem dauf diese Verstarkung von

korpereigenen Mechanismen zur Entfernung von Xeriidai soll aufgrund der

Zielstellung der Arbeit ndher eingegangen werdemchA wenn die molekularen

Mechanismen, mit denen diese Resistenzen erreietden, bislang nur unzureichend
verstanden werden [Rieger et al. 2000], sind digMbikeiten, derer sich Tumorzellen
bedienen, vielfaltig [Gottesmann et al. 2002].

verminderte Aufnahme vermehrter Auswartstransport

gesteigerte
Entgiftung

gesteigerte
Reparatur
von DNA

blockierte
Apoptose

Abbildung 1: Resistenzmechanismen der Zelle nacte§Soan et al.
[Gottesman et al. 2002]

So kénnen zum Beispiel Xenobiotika und damit auagh @hemotherapie eingesetzte
Arzneistoffe eine Veranderung des Stofftranspouchl die Zellmembran in die Zelle
induzieren und somit ihr eigenes Eindringen erschneDes Weiteren kommen Defekte

in den Apoptosesignalwegen oder ein Missverhéltrasvischen pro- und
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antiapoptotischen Proteinen flr eine Resistenz rgeggehlen- und / oder zytostatika-
induzierte Apoptose in Frage. Ein weiterer Faktanrk die gesteigerte Funktion von
DNA-Reparaturmechanismen oder Induktion von Enzymean Zytostatikametaboli-

sierung sein.

Der bisher am ausgiebigsten untersuchte Resistamansmus beruht auf der
Expression von Membran-Effluxpumpen, den so gemamMultidrug-Transportern, die

Substanzen unter Verbrauch von ATP gegen ein stdflomzentrationsgefalle aus der
Zelle entfernen. Die wichtigsten Vertreter der iar dGruppe der ABC-Transporter
zusammengefassten Molekile sind das P-Glykoprdiigp), die multidrug resistance
associated proteines (MRP) und das mitoxantrosteaste protein (MXR).

3.2 Multidrug Resistance

Seit Uber 30 Jahren ist das Phanomen der MultiRegistance mittlerweile bekannt.
Dessen Hauptursache ist die vermehrte Expressiom vkorpereigenen,
membranstandigen Transportern, die unter Enerdieavach in der Lage sind, ein breites
Spektrum von Fremdstoffen gegen ein Konzentratiefddlg aus Zellen oder
Zellmembranen zu entfernen. lhnen allen ist gemdass sie die zum Transport
bendtigte Energie aus der Hydrolyse von ATP gewinrizeshalb werden sie in der
Familie der ABC-Transporter (ATP binding casseti@dammengefasst. Als Folge dieses
Transports sinken die Gewebe- und Plasmakonzemgeatider betroffenen Arzneistoffe
auf ein unzureichendes Niveau, was haufig das Brate notwendigen Therapien
bedeutet. Auf den nachsten Seiten soll auf Tramgp@ange im allgemeinen und
relevante Transporterfamilien, insbesondere die AB&hsporter-Superfamilie, im

speziellen eingegangen werden.
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3.3 Stofftransport im Korper

Fur den vielfaltigen Stoffaustausch zwischen ihkemnmpartimenten und besonders fur
den Austausch mit ihrer Umgebung verfiigen Zellengeh Art in ihren Biomembranen
Uber zahlreiche Tranportsysteme. Einige besondeisek Molekiile wie Wasser oder
Sauerstoff kbnnen Biomembranen durch freie Diffnglarchqueren. Im Gegensatz dazu
steht der spezifische Transport, bei dem ganzrbege Molektlle oder lonen durch ganz
bestimmte Membranen transportiert werden.
Der spezifische Transport lasst sich durch bestanifriterien von der freien Diffusion
unterscheiden: - er ist um ein Vielfaches schneller

- er erfolgt Uber bestimmte in der Zellmembramgnale Transporter

- er ist substratspezifisch und absattigbar

- er ist haufig durch Analoga oder ,Gifte“ hemmbar
Prinzipiell existieren zwei unterschiedliche Fornfén den spezifischen Transport: die
katalysierte Diffusion, die ohne Energieverbraucdtiamg eines Konzentrationsgefalles
geschieht, und der aktive Transport, der Energmdtigt. Fir beide Mechanismen gibt es
die Moglichkeit, dass ein Molekil / lon allein tsportiert wird (Uniport) oder dass zwei
verschiedene Molekile gemeinsam in gleicher Ridptu(Symport) oder in
entgegengesetzter Richtung (Antiport) transportientden.
Der aktive Transport wird noch einmal unterschiedemprimar aktiven Transport und
sekundar aktiven Transport. Beim primar aktivenn$port erfolgt die Kopplung von
Transport und Energieverbrauch direkt und stochtaeod. Dabei wird die benotigte
Energie im Grof3teil aller Falle durch Hydrolyse v&ifP gewonnen. Eine weitere
Maoglichkeit ist die Ausnutzung von Redoxpotentialemas allerdings nur in der
Atmungskette, bzw. bei der Photosynthese der &all i
Beim sekundar aktiven Transport erfolgt die Koppglurvon Transport und
Energieverbrauch indirekt, aber ebenfalls stéchioswh. Dabei gelangen die zu
transportierenden Molekile / lonen mittels Sympaker Antiport mit H bzw. N4d in die
Zelle. Die hierfir benétigte Energie liefern el@dnemische Potentiale von
H*- bzw. N&-Gradienten, welche durch priméar aktiven Transpafgebaut worden sind.
Die meisten fir den spezifischen Transport verarttishen Proteine lassen sich in zwei
Superfamilien  einteilen, die ,solute Carrier” (SLEamilie und die
»ATP binding cassette” (ABC)-Familie.
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3.4 Die Superfamilie der SLC-Transporter

Zur Zeit sind 298 Gene fir die Familienmitgliedeer dSLC-Familie identifiziert

[Hediger et al. 2004], 48 dagegen fur ABC-TransgojDean 2002].

Von den momentan bekannten 43 Familien der SLCspramer sind ganze drei flr den
intrazellularen Stofftransport zustandig. Von demrigen in der Plasmamembran
lokalisierten werden wiederum nur wenige mit denanBport von Arzneistoffen in
Verbindung gebracht. So zum Beispiel der Organis€h&onentransporter oder der
Organische Anionen- und Kationentransporter. Andstigglieder der SLC-Familie

transportieren beispielsweise Aminosauren (SLC dn@ 7), Gallensalze (SLC 10) oder
Zucker (SLC 5).

Tabelle 1: Tabelle mit ausgewahlten SLC-Transpaorterd ihren Liganden [Hediger

et al. 2004]
Unterfamilie Anzahl der Name Liganden
Transporter
sLC3 ALA2 Aminosauretransporter L-Dopa
(neutral)
SLC7 Al-Al4 Aminosauretransporter
(kationisch)
) Oligopeptid- und ACE-Hemmer,
SLCILS AL-A4 H*/Peptidtransporter B-Lactamantibiotika
Monocarbonsauretransporter Benzoesaure,
SLC16 Al-Al4 kurzkettige Fettsauren,
(MCT) ! .
Milchsaure
Organischer B-Lactamantibiotika,
SLC21/SLCO AL-ALL Anionentransporter (OAT) Fexofenadin, Prostaglandine
SLC22 A1-A18 Organl'scher Anionen- und Penlg:ll'hrje, Verapqmll,
Kationentransporter Chinidin, Dopamin
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3.5 Die Superfamilie der ABC-Transporter

Aus der Superfamilie der ABC-Transporter sind hetg&eMitglieder bekannt, die sich
auf sieben Unterfamilien aufteilen. Damit stellea die grofdte bekannte Gruppe von
Membrantransportern dar [Dean 2002]. Diese Protgewinnen die fir den Transport
zahlreicher Stoffe durch die Zellmembran notwendigergie durch Hydrolyse von ATP
[Horio et al. 1988]. Die Klassifizierung als ABC-dnsporter erfolgt aufgrund der
Sequenz und Anordnung ihrer ATP-Bindungsstellea, alich als Nukleotid-Bindungs-
Domanen (NBD) bezeichnet werden. Die NBD enthaltharakteristische Abschnitte,
die Walker A und Walker B genannt werden. Zwiscltamen besteht ein Abstand von
90-120 Aminosauren. Aul3erdem existiert bei den tmeisTransportern zwischen
Walker A und B ein dritter charakteristischer Ahsitth die C-Region. Ein
funktionierendes  Protein ist typischerweise aus izwBIBD und zwei
Transmembranaren-Domanen (TMD) aufgebaut. Die Tnansbrandren-Domanen
bestehen aus 6-11 in die Membran eingebetteteHelices und sorgen fir
Substratspezifitat. Die hydrophilen NBD ragen irs d&ytoplasma und Ubertragen die
Energie, die benotigt wird, um Substrate durchZdigmembran zu transportieren.

Die meisten bekannten ABC-Transporter funktionienenin eine Richtung. So sind sie
in Bakterien in erster Linie fur die Versorgung dllen mit essentiellen Verbindungen
wie Zucker oder Vitaminen zustandig, da diese nigbér Diffusion aufgenommen
werden konnen [Dean 2002]. In eukariotischen Zellagegen besteht ihre Aufgabe
unter anderem darin, Substanzen aus dem Zytoplasmen Interzellularraum oder in
intrazellulare Kompartimente wie Mitochondrien, epthsmatisches Retikulum oder
Peroxisomen zu beférdern. Die ABC-Transporter tretetweder als Volltransporter mit
zwei Transmembrandren-Domanen und zwei Nukloetid@ngs-Domanen oder als
Halbtransporter mit je nur eine TMD und einer NBli. &Halbtransporter miissen Homo-
oder Heterodimere formen um zu funktionieren. DiEPABindungs-Kassette, die sich
aus den beiden NBD formt, ist bei allen Mitgliedeter ABC-Transporter-Familie zu
30-50 % identisch. Diese hoch konservierten Beeelalsen vermuten, dass die meisten
Gene fir diese Transporter seit Beginn der eukscioén Evolution existieren. Die
Einteilung in Unterfamilien erfolgt fir die ABC-Tmaporter je nach Genstruktur,
Ahnlichkeiten in den Sequenzen von NBD und TMD sowieren Anordnung im

Molekiil. Eine kurze Ubersicht tiber die Familie &&C-Transporter gibTabelle 2
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Tabelle 2: Familie der ABC-Transporter: KurzibergiSubfamilien und Liganden
[Dean 2002]

Syl | ezechung ter g
A Al1-10, A12-13 Estramustin, Lipide
B B1-B11 Steroide; lipophile, basische Substanzen
c cror | gionshe gt
D D1-D4 langkettige Fettsauren
E El
F F1-F3
G G1-G5, G8 Chemotherapeutika

Ein bekanntes Beispiel fur einen in Sdugetierekammmenden ABC-Transporter ist das
Mukoviszidose-assoziierte CFTR-Protein (cystic dds transmembrane conductance
regulator) [Riordan et al. 1989]. Als Vertreter fitrazellulare Transporter sind die am
Golgi-Apparat befindlichen Halbtransporter TAP1 uii@éP2 (transporter associated
with antigen processing) [Trowsdale et al. 1993, leptide zur Antigenprasentation in
das endoplasmatische Retikulum transportieren [Hgygl992], sowie das LRP
(lung resistance related protein) zu nennen. Djased/ergleich zu anderen Vertretern
der ABC-Transporter relativ wenig erforschte Protest in der Membran des Zellkerns
lokalisiert, wo es aktiv Substanzen in das Zytapladefordert [Scheper et al. 1993]. Im
Mittelpunkt des Interesses steht das P-Glykoprotdas Proteinprodukt des MDR-1
Genes. Es ist wie die mulitdrug resistance asstiaProteine (MRP) ein
transmembranéarer Transporter, der den Efflux vomaketika aus der Zelle in den
Extrazellularraum bewirkt. P-gp ist in der Lageoff& noch vor ihrem Eintritt in die
Zelle aus der Zellmembran zu entfernen.

Das ,Schwesterprotein von P-gp* (SPGP), welchest ermsr wenigen Jahren
charakterisiert wurde, zeigt zu gut 50 % Homologié der Sequenz des humanen
MDR1-Genes [Gerloff et al. 1998]. Es ist fur derafsport von Gallensalzen innerhalb
der Hepatozyten verantwortlich.
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Ein weiteres vor relativ kurzer Zeit entdecktest@roist MXR (mitoxantrone resistance
protein), welches beinah zeitgleich von drei Foesgluppen entdeckt wurde.
Doyle et al. identifizierten es als BCRP (breast cancer rastgtaprotein) bei der
Untersuchung einer Multidrug-resistenten Brustkzehbnie, deren Resistenz nicht auf
P-gp zuruckzufihren war [Doyle et al. 1998]. Kuizeit spater entdeckteAllikmets

et al. MXR in der Plazenta und nannten es deshalb ABABC(&ansporter in placenta)
[Allikmets et al. 1998], wahrend es am National Gan Institute aus der stark
Mitoxantron-resistenten Kolon-Karzinom-Zelllinie $41-80 geklont wurde [Miyake et
al. 1999]. MXR ist ein Halbtransporter, dessen Awfbvom fur ABC-Transporter
Ublichen abweicht. Die Nukleotid-Bindungs-Doméane t ishier vor der

Tabelle 3: Ubersicht iiber die drei ABC-Transpor@ubfamilien die vor allem mit der
Entstehung von MDR in Verbindung gebracht werdetmian et al. 2001]

fUnt(_e_r- HUGO Synonym A_m no- Vorkommen wichtige Substrate
amilie | Symbol sauren

Nebennierenrinde,

renaler Tubulus, zahlreiche lipophile
MDR1 | ABCB1| P-gp, PGY1l  1280| Blut-Hirn-Schranke, und amphiphile

apikale intestinale Substanzen

Membran

Lunge, Hoden, organische Anionen

MRP1 | ABCC1l| MRP, GS-X 1531 basolaterale Glutathion-Konjugate
Membranen, ubiquitdr (LTCy)

Leber, Intestinum, | organische Anionen
MRP2 | ABCC2 cMOAT 1545 Nieren, apikale Cisplatin, Glucuronid

1%

Membranen (Bilirubin)
cMOAT2, Leber, Kolon, Glucuronide,
MRP3 | ABCC3 MLP2, 1527 | Pankreas, basolaterale  Gallensalze,
MOAT-D Membranen Methotrexat

Prostata, Lunge,
Pankreas, Hoden,

MRP4 | ABCC4| MOAT-B | 1325 | Eierstocke, Gallen- | Organische Anionen
Nukleosidanaloga
blase, basolaterale

Membranen

SMRP, 1437 | ubiquitar, basolateralg organische Anionen

Nukleosidanaloga,
MOAT-C Membranen Glutathion-Konjugatg

MRP5 | ABCC5

Mitoxantron,

Plazenta, Leber, zahlreiche andere
MXR |ABCG2|BCRP/ABCH 655 Intestinum apikale lipophile und
Membranen amphiphile

Substanzen
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Transmembranaren-Domane angeordfiabelle 3gibt einen kurzen Uberblick tber die
drei Subfamilien der ABC-Transporter, die mit darshildung der Multidrug Resistance
in Verbindung gebracht werden.

Anhand der unterschiedlichen Benennung der Tratespavelche am Beispiel des MXR
deutlich wird, das laut Human Gene Nomenclature @dtae als ABCG2 bezeichnet
wird, ist ersichtlich, dass die einheitiche Nomktkr und Einteilung der

ABC-Transporter notwendig und winschenswert isthawenn das noch nicht immer
umfassend gelingt. Von den bis heute bekannten iGEmeABC-Transporter sind beim
Menschen und bei Nagern drei in beinah allen muigeresistenten Tumorzellen zu
finden, P-gp, MRP1 und MXR [Dean 2002]. Die Trar$pq die sie codieren, sollen im

Folgenden néher charakterisiert werden.

3.5.1 Das P-Glykoprotein

P-Glykoprotein, das bekannteste Mitglied der ABG@+iaporter-Superfamilie, ist ein
Plasmamembranprotein, das erstmals 1976 von Lingl uditarbeitern in
multidrug-resistenten CHO (chinese hamster ovarglled charakterisiert wurde
[Juliano; Ling 1976]. Es zeigte sich, dass dieseselh in der Lage ist, Zytostatika Uber
einen ATP-verbrauchenden Mechanismus aus Tumonzelieentfernen und damit die
intrazellulare Konzentration auf ein untoxisches Mau senken. Die Palette der
transportierten Zytostatika reicht von Anthracyehn Gber Vincaalkaloide und
Podophyllotoxine bis zu Taxanen. Des Weiteren dieep P-gp auch HIV-1
Protease-Inhibitoren wie Ritonavir und Saquinaltied et al. 1998] oder Fluorophore
wie Calcein-AM [Holl6 et al. 1994] und Rhodamin 1fKessel et al. 1991] als Substrate.
Loo und Clarkevermuten den Grund fur die strukturelle Vielfakrdiransportierten
Substrate in der Existenz mehrerer BindungsstétheMolekil und der Mdglichkeit des
Proteins seine Konformation und damit seine Transmenschaften zu andern [Loo;
Clarke 1997].

Im menschlichen Organismus wurden bisher zwei MD#w&s gefunden, MDR1 und
MDR3 [Roninson et al. 1986]; [Van der Bliek et #887]. In Mausen hingegen sind drei
Gene, mdrla, mdrlb und mdr2, bekannt [Croop etl@89], von denen mdrla und
mdrlb in weiten Teilen dem humanen MDR1-Gen entspe. Uber das humane MDR3
und das murine mdr2 Gen sind bisher kaum Unterswgdmu angestellt worden.

Allerdings ist bekannt, dass die von ihnen kodreeoteine eine Rolle beim Transport
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von Phosphatidylcholin spielen [Ruetz; Gros 1994n Helvoort et al. 1996].

Das Genprodukt des Multidrug Resistance Gens MD#&1das 170 kDa schwere
P-Glykoprotein. Wie fur ABC-Transporter beschriepést es aus zwei Halften, von
denen jede aus sechs transmembranéddelices und einer ATP-Bindungsstelle besteht,
aufgebaut. Beide Halften weisen 43 % Sequenzhon®logtereinander auf und sind
durch die fir ABC-Transporter charakteristischekieinrRegion miteinander verknupft.
An der ersten extrazellularen Schleife befindeh siei Glykosylierungsstellen [Chen et
al. 1986]. Insgesamt besteht P-gp aus 1280 AmimesawDie beiden intrazellularen

Nukleotid-Bindungs-Stellen weisen die unt®b bereits erwahnten charakteristischen

Walker A- und Walker B-Regionen auf. Die C-Regiem hydrophobes Dodecapeptid,
stellt den Linker zwischen den beiden dar [Saurs. &001].
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Abbildung 2: Modellhafte, zweidimensionale Ddiatey von P-gp nach Wang et al. 2003

Die Energie fur den Stofftransport bezieht P-gp deisHydrolyse von ATP. Durch die
bereitgestellte Energie ist das Molekul in der Lagae Konformation zu &ndern. Diese
Wandlungsfahigkeit ist essentiell fur den Transpaghlreicher, strukturell vollig
unterschiedlicher Stoffe. Bis heute ist der Mechiamis des Stofftransportes durch P-gp
nicht genau geklarCallaghan et alveroffentlichten vor kurzem ein Modell wie sichrde
Ablauf des Transportmechanismus gestalten konntelldghan et al. 2006].
Daflir nannten sie vier Hauptschritte:

1. Beladung von P-gp mit Substrat und ATP

2. Umschalten von hochaffinem auf niedrigaffinerstamd zur Substratfreisetzung

3. Energieverbrauch und

4. Wiederherstellung des Ausgangszustandes.
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Abbildung5 zeigt schematisch den gesamten Transportwegeais $n Schritten, die
Konformationsdnderungen und Interaktionen mit Sabsh und Nukleotiden beinhalten.
Jeder Schritt besteht aus einer Gleichgewichtamgktvobei alle mdglichen Schritte
dargestellt sind (durchgezogene Linien). Die Saisindungsstelle in den TMD kann in
einer zum Zellinneren gewandten hochaffinen (H) wnader zum Extrazellarraum
gewandten niedrigaffinen (L) Konformation vorliegédie NBD befinden sich ebenfalls
in einem Gleichgewicht zwischen zwei Konformatiomemenen sie einzeln (n) oder mit
einander verzahnt (N) vorliegen. Das ,d“ markierndtransportierten Stoff. Der
bevorzugte Ablauf des Transports ist mit Pfeilerrkaeat und alle dabei vorkommenden
Ubergangszustande sind gelb unterlegt.

Hn*™” HNA?
g &
Hn — TN

IHN ADP.Pi HN;M Pi a 4
(A) ——— HNwer HN
'™ | IHN—\TP HNATP (D)
v Ln ADP L
(B) ILN ADP.Pi LN4[)F Pi LN-\DP LN

L p*™” ILNan LN
A

MITn— "LN

HnADP » H‘n
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Abbildung 3: Modell des Stofftransports durch &@aslykoprotein [Callaghan et al.
2006]

Am Beginn des Weges steht das freie Protein, ohulest&at und ATP mit nicht
verbundenen NBD und den TMD im hochaffinen ZustéHdd). Die mit den Pfeilen
markierten Linien geben den vdPallaghan et al.als wahrscheinlichsten angesehenen
Transportweg wieder. Wirfel A gibt die Beladung vBrgp wieder, Wirfel B den
Wechsel von hochaffiner in die niedrigaffine Konfation, Wiurfel C stellt den
energieverbrauchenden Schritt dar, und in Wirfelldd der Ausgangszustand
wiederhergestellt.

Loo und Clarke fanden heraus, dass die transmembrandren Regdoriers der TMD1
und die Regionen 9, 10, 11 und 12 der TMD2 TeileSubstratbindungsstelle beitragen
[Loo; Clarke 2005]. Wobei Studien darauf hinweisagss P-gp Uber mehrere
Substratbindungsstellen verfiigt. So wurden Phatotdftsstudien durchgefiihrt, die
darauf schlie3en lassen, dass bis zu vier verseheedolcher Bindungsstellen existieren.
Dabei wird vermutet, dass die Substrate unterstibied Bereiche wéahrend ihres
Transports einnehmen oder dass jeder Substrathyg e#gene Bindungsstelle besitzt
[Dey et al. 1997]; [Shapiro; Ling 1997].
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Alternativ haben andere Arbeitsgruppen QSAR (quainie structure activity

relationship) Studien durchgefiihrt, um eine bestiemRegion, in der P-gp verschiedene
Substrate bindet, zu bestimmen [Seelig 1998]; [@/i€ajeva 2001]; [Ekins et al. 2002];
[Garrigues et al. 2002]. So konnten zwei sich zueil Tiberlappende Pharmakophore
charakterisiert werden [Garrigues et al. 2002].iggnSubstanzen, wie Verapamil,
banden an die erste Stelle, wahrend andere, wiblaatn, eine Affinitat zur zweite

Stelle zeigten. Die Autoren postulierten dass eglictd sei, dass zwei relativ kleine

Molekile gleichzeitig binden, wogegen ein groRedsBat beide Stellen besetzen

konnte.

Abbildung 4: Modell fur die Substratbindung ingp-
[Litman et al. 2001].

Ein relativ groRes Molekul (B), wie
Cyclosporin A oder PSC-833 besetzt die
Bindungsstellen von zwei kleineren

B Molekilen (A und C). Obwohl B mit A
und C um die Bindungsstelle konkurriert,
muss das fur A und C nicht zwangslaufig
der Fall sein.

P-gp
Zwei verschiedene Bindungsstellen sind nach dereijgen Substraten, die zu ihrer

Entdeckung fuhrten benannt, die Rhodaminl23- odearapamil-Bindungsstelle
(R-Bindungsstelle) und die Hoechst 33342-BindureilesiH-Bindungsstelle) [Shapiro;
Ling 1997]. Es ist aber auch denkbar, dass bedihgth die Beweglichkeit der
P-gp Bestandteile die Bindungsstellen entweder merschiedlichen Regionen des
Molekdls oder als Teil einer grof3en Bindungstasultespezifischen einzelnen Doméanen
vorliegen kdonnen [Martin et al. 2000]. Zu transpodnde Substanzen kénnten sich
dabei durch einen ,Induced-fit"-Mechanismus in déndungsstelle einlagern. Die
Poren, durch die Substrate in das Molekil eintretermutenPleban et al.an der
Grenzflache zwischen den beiden TMD innerhalb dezmldran zwischen TM 2
(TMD1) und TM 11 (TMD2) bzw. TM 5 (TMD1) und TM 8TMD2) [Pleban et al.
2004].

Die Angaben uber den Zustand der NBD wéahrend derddig von ATP sind
widerspruchlich. Im Gegensatz z0allaghan et al. kommen Loo und Clarke zum
Schluss, dass die beiden NBD bereits ein Dimerehildvenn es zur Anlagerung von
ATP kommt [Loo; Clarke 2005].
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Abbildung 5: Schematische Darstellung von P-gp
(Draufsicht) [Pleban et al. 2004].

Die C-terminale und die N-terminale
Halfte sind dunkel- bzw. hellblau
dargestellt. Die nummerierten Kreise
symbolisieren die TMs . Der gelbe und
der rote Pfeil zeigen den vermuteten
Weg der eintretenden Substanzen.

Fest steht, dass die NBD dimerisieren mussen, dderitStofftransport durch P-gp
stattfinden kann [Loo; Clarke 2005]; [Sauna; Ambaidk2007]. Weiterhin wird
diskutiert, wie grol3 der jeweilige Einfluss von ABhdung und ATP-Hydrolyse auf die
Konformationsanderung der TMDs ist. So ist es dankdass die Bindung von ATP
gemeinsam mit der Einlagerung des Substrats, dujdduced fit, in seine
Bindungsstelle deren Portale schlieRen kdnnte, ngagen die Hydrolyse von ATP eine
Umlagerung der TMs bewirken kénnte, welche denuikftles Substrats unterstitzt [Loo;
Clarke 2005]. Auch der Ort der Freisetzung von &riren aus dem P-Glykoprotein ist
noch nicht aufgeklart und wird nach wie vor wideisghlich diskutiert. Manche
Forscher gehen davon aus, dass Substrate diradnrExtrazellularraum transportiert
werden. Andere sind der Meinung, dass P-gp als,Eilifgpase” Stoffe vom inneren Teil
der Lipiddoppelschicht in deren &auf3eren Teil transgrt [Higgins; Gottesman 1992].
Fur beide Modelle gibt es experimentelle Hinweidenpte; Al-Shawi 2002]; [Romsicki;
Sharom 2001]; [Eckford; Sharom 2005].

Neben dem Cytochrom P450 spielt P-gp eine wicHighe bei Metabolisierungs- und
Exkretionssprozessen. Darauf lassen seine weitbr&arng im Organismus und seine
sehr breite Substratspezifitat schlieRen [Chah €084].

Parallel zu seiner verstarkten Expression in Tueltem ist P-gp in zahlreichen
korpereigenen Geweben zu finden. So weisen Niered WMNebennieren hohe
Konzentrationen, Leber, Dinndarm, Dickdarm und leumgjttlere und Prostata, Haut,
Milz, Herz, Skelettmuskulatur, Magen und Eierstogezinge Konzentrationen an P-gp
auf [Fojo et al. 1987]; [Gatmaitan; Arias 1993].@ardem konnte es in der Plazenta und
im Gehirn nachgewiesen werden. Die Lokalisationden apikalen Membranen von
exkretorischen Organen wie Leber, Darm, Nieren ander Blut-Hirn-Schranke legen

den Schluss auf eine physiologische Funktion zurss8heidung von toxischen
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Substanzen und Xenobiotika in das intestinale Lyn@aile, Urin und Blut nahe [Chan
et al. 2004].

Tatsachlich ist P-gp durch seine Expression in Bammzotten in unmittelbarer Néhe
zum Lumen und seine breite Substratspezifitdt gahin der Lage, die Aufnahme von
oral applizierten Substanzen zu limitieren [Hurgeal. 1993].

Die ubiquitare Verbreitung und die physiologischenkion des P-Glykoproteins ist fur
die eventuelle Hemmung durch Modulatoren nicht obf@matisch. So zeigten
Experimente an Knockout-Mausen, in denen entwedgmtlurine mdrla oder das mdrlb
Gen oder beide Gene nicht exprimiert bzw. nichtetdgen wurden, dass dort erhebliche
Mangel bei der Aufnahme, Verteilung, Metabolisiggunund Ausscheidung
unterschiedlichster Substanzen auftraten. Vor alignBlut-Hirn-Schranke zeigte eine
erhohte Durchlassigkeit, was sich in einer doppst hohen Konzentration von
Vinblastin im Gehirn von Knockout-Mausen im Vergleizu Kontrolltieren auf3erte. Fur
einen gesunden Zustand der Mause waren sowohl dekanals auch das mdrlb Gen
notwendig [Schinkel et al. 1997].

3.5.2 Das multidrug resistance associated protein (M  RP)

Im Jahr 1992 wurde vo@ole et al.in Doxorubicin-resistenten Lungenkarzinomzellen,
deren Resistenz nicht auf das P-Glykoprotein zumiithren war, das multidrug
resistance associated protein (MRP) entdeckt [€blal. 1992]. Dieser zweite fur die
Entstehung einer MDR bedeutende ABC-Transporter énat Molekulargewicht von
190 kDa und ist aus 1531 Aminosauren aufgebaut.nMit 15 % Homologie zu P-gp
steht er allerdings eher in Beziehung mit dem CFBI®. heute sind weitere acht
Homologe von MRP beschrieben [Litman et al. 20@idgbei noch nicht fur alle eine
Bedeutung flir die MDR gesichert ist [Chan et aD40Im Gegensatz zu P-gp besitzen
MRP1-3 und MRP6 am N-Terminus funf zusatzliche sraembranare Helices, die als
TMD, bezeichnet werden. Trotzdem sind nur zwei ATP-Bimgsstellen vorhanden. Der
TMD, scheint Bedeutung fir die Affinitat der Transpori organischen Anionen
zuzukommen, welche zu einem Grol3teil von diesemsprartern transportiert werden.
MRP1 verfugt Uber zwolf potentielle Glykosylierusgslen, welche fur seine Funktion
allerdings nicht von Belang zu sein scheinen [Almglet al. 1995]. Andererseits
erscheint die Phosphorylierung von MRP wichtigdie Transportfunktion [Feller et al.
1995].
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MRP1 ist wie P-gp ubiquitar im Organismus verbteit&o ist es in hohen
Konzentrationen im Intestinum, im Gehirn, den Nigrder Lunge und den Hoden zu
finden. Geringere Konzentrationen finden sich inldeber. Allerdings ist MRP1 an den
basolateralen Membranen von Epithelzellen lokalisiwas vermuten lasst, das es die
Zellen schitzt, in dem es seine Substrate ins &igtbt [Chan et al. 2004]. Zu den von
MRP1 transportierten Substanzen gehdren neben isch@m Anionen zahlreiche
konjugierte Metabolite. Besonders zu nennen sinde jemit Glutathion, wie
Leukotrien G. Dazu kommen noch Glucuronide, Sulfate und Gadlzes Die Art der
Substrate weist darauf hin, dass MRP1 eine Rolle®&eEntgiftung von korpereigenen
Substanzen spielt. Darliber hinaus hat sich anmedenen Krebszelllinien gezeigt, dass
MRP1 in der Lage ist Zytostatika, wie DoxorubiciWjnblastin, Etoposid oder
Methotrexat zu transportieren [Litman et al. 2001].

MRP2 wurde urspringlich als cMOAT (canalicular msgecific organic anion
transporter) in der Hepatozytenmembran beschri¢banlusma et al. 1996] und wird
hauptséachlich in der Leber, den Nieren und im hrias exprimiert. Es befindet sich
genau wie P-gp an den apikalen Membranen diesean@rgSeine Substratspezifitat ist
mit der von MRP1 vergleichbar. Zusatzlich tragtzes Ausscheidung von Gallensaure
durch die Hepatozyten bei und scheint Uber dieseg Wine zentrale Rolle bei der
Ausscheidung von Metaboliten in die Galle zu spielsuch das Resistenzspektrum von
MRP2 entspricht in etwa dem von MRPL1. Es ist zlisfitin der Lage Mitoxantron und
Cisplatin zu transportieren [Borst et al. 2000].

MPR3 zeigt mit 58 % identischer Aminosauresequarzgdi3te Strukturdquivalenz zu
MRP1 [Belinsky; Kruh et al. 1999]. Die hochsten Kentrationen sind in der Leber, in
den Hepatozyten, zu finden. AuRerdem wird MRP3 auncbinndarm und Dickdarm
exprimiert. Genau wie MRP1 ist es in der basoli#eraembran zu finden und ist
ebenfalls ein Transporter fur organische AnionendKet al. 1999]. Im Gegensatz zu
den beiden bereits beschriebenen Isoformen faedrisMRP3 Konjugate mit
Glucuronsaure als Substrate, transportiert abeh aiige Vielzahl von Gallensalzen
[Hirohashi et al 2000]. Uber den Transport von &fhion-Konjugaten gibt es
widerspuchliche Aussagen [Chan et al. 2004]. Auidrder Lokalisation im Intestinum
und der groRen Affinitat zu Gallensalzen wird furRR3 ein Mitwirken im
enterohepatischen Kreislauf vermutet. In der Ledbelit es wahrscheinlich einen zweiten
Schutzmechanismus dar, wenn die normale Exkretiestog ist. Darauf lassen

Experimente mit choleostatischen Ratten schlieRetiZ et al. 1999]. In einem geringen
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Umfang ist MRP3 auch in der Lage Zytostatika wieodetsid, Vincristin und
Methotrexat zu transportieren [Kool et al. 1999bvidhl es zur Unterfamilie der MDR
assoziierten Proteine gehort, ist MRP4 struktuebker mit P-gp verwandt, da ihm die
TMD, fehlt. Zu finden ist es unter anderem in den dpikdVlembranen des proximalen
Tubulus [van Aubel et al. 2002], sowie in den basmhlen Membranen der Prostata
[Lee et al. 2000]. Zu den Substraten von MRP4 gamh&allensauren, cAMP und cGMP
aber auch Folsaure und Methotrexat [Chen et al.2R0@Is Transporter fur
Nucleosid-Analoga ist MRP4 in der Lage, Resistenzgagen nukleosidische
Reverse-Transkriptase-Inhibitoren aufzubauen [Seheeal. 1999]. Aul3erdem wurden
Resistenzen gegen Purinanaloga beschrieben, dagegen die Zytostatika Thioguanin
und 6-Mercaptopurin [Lai; Tan 2002] .

Wie MRP4 besitzt auch MRP5 keine TMI[Belinsky et al. 1998]. Es wird unter
anderem in Nieren, Leber und Gehirn exprimiert [Catal. 2004]. Seine physiologische
Bedeutung ist noch nicht geklart. Das Spektrum den MRP5 transportierten
Substanzen ist dem von MRP4 sehr &hnlich. Dazu rgahdNukleosid-Analoga,
Purin-Analoga aber auch Glutathion-Konjugate unglanorsche Anionen [Wijnholds et
al. 2000] . Bis auf die erwahnten Thiopurine ist RER wie auch MRP4, nicht in der
Lage, Resistenzen gegen andere Zytostatika wie adlkaloide oder Anthracycline
aufzubauen [Reid et al. 2003].

MRP6 wird sehr stark in Leber und Nieren exprimiBdriber hinaus ist es auch in einer
Reihe weiterer Organe, wie Gehirn, Dickdarm oden d@&peicheldrisen zu finden
[Scheffer et al. 2002]. Es ist in der Lage, Resstm gegen Etoposid, Doxorubicin und
Cisplatin aufzubauen, was fur Vinblastin und Vistiri nicht gezeigt werden konnte.
AulRerdem transportiert MRP6 Glutathion-Konjugatée Wweukotrien G. Es zeigt also
bei den transportierten Substraten gewisse Ub¢irmimsingen mit MRP1-3.

Uber die weiteren Mitglieder der Unterfamilie deDR assoziierten Proteine MRP7-9
ist bis jetzt relativ wenig bekannt. Erste Studieeigen, dass MRP7 in geringen
Konzentrationen in Leber, Nieren, Magen und Dickd&orkommt [Hopper et al. 2001].
MRP8 zeigt mit 41% Strukturidentitat enge Bezieremgu MRP5. Seine Funktion ist
noch nicht geklart, aber sehr hohe Konzentratioserd in Brustkrebszellen zu
detektieren [Bera et al. 2001]. Das Selbe giltMRP9 [Bera et al. 2002]. Obwohl alle
drei Transporter noch néher charakterisiert wenaissen, zeichnet sich fur sie eine

Beteiligung an Resistenz- und Effluxprozessen diafCet al. 2004].
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3.5.3 Das mitoxantrone resistance protein

MXR (mitoxantrone resistance protein) ist im Geggnszu den bisher beschriebenen
Mitgliedern der ABC-Transporter ein so genanntelbltansporter. Das heifl3t, es verfligt
nur Uber eine NBD und eine TMD. Diese sind zusétzin ,verkehrter” Reihenfolge
angeordnet. Die NBD befindet sich am N-Terminus drel TMD am C-Terminus des
Proteins. Die Abbildung 6 zeigt schematisch den Aufbau der drei beschrigbene
ABC-Transporter. MXR ist aus 655 Aminosauren aufgghund sein Molekulargewicht
betragt etwa 72 kDa. Es wird vermutet, dass es Homere bildet, um als
ABC-Transporter funktionieren zu kbnnen [Kage et28l02]. Grol3e Mengen MXR sind
in der Placenta und der Blut-Hirnschranke zu findéfeiterhin ist es in Lunge, Leber
und dem Intestinum zu finden [Leslie et al. 200A). den von MXR transportierten
Substanzen gehoéren eine Reihe Zytostatika wie Mitobrn, Doxorubicin, Daunorubicin
und Topotecan. Vincaalkaloide werden allerdingshtmit¢ransportiert. Die bisher
erhaltenen Daten Uber Lokalisation und Uberlappe&ulestratspezifitat mit P-gp lassen
den Schluss zu, dass MXR eine dem P-gp ahnlichée Rmi der Regulation von
Aufnahme und Verteilung von Xenobiotika hat.

N R
MRP1 A s A Abbildung 6: Schematische Darstellung von P-gp,
"l MRP1 und MXR [Litman et al. 2001].
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3.6 Modulation der MDR

Die Mdglichkeiten Einfluss auf Resistenzerscheirmm@ Tumorzellen zu nehmen sind
vielfaltig. Zu in klinischen Studien derzeit bevagten Maoglichkeiten zur Uberwindung
bzw. Minimierung dieser Resistenzerscheinungen mggehdmeben der systematischen
Kombination mehrerer Zytostatika der Einsatz von bs$anzen, die den
Reparatursignalweg von Tumorzellen beeinflussen ngkimnale Antikorper fir
Wachstumsfaktoren z.B. CP-31398; Tyrosinkinaseéibtien z.B. Gefitinib;
Farnesyltransferaseinhibitoren z.B. FTI-277; Phosapmsitolkinaseinhibitoren z. B.
LY294002) [Perona; Sanchez-Pérez 2004]. Eine Reibser monoklonalen Antikdrper
ist bereits in Deutschland zugelassen. Dazu gehGetnximab, der am epidermalen
Wachstumsfaktorrezeptor (EGFR) angreift oder Tmshab der sich gegen den
humanen Wachstumsfaktor 2 (HER2) richtet. Ein werténsatzpunkt ist die Blockade
der Biosynthese von Transportproteinen durch ames@®ligonukleotide. Fir die mRNS
von MRP und P-gp wurden bereits eine Reihe solCtigonukleotide hergestellt, fur die
auch viel versprechendle vitro Testergebnisse vorliegen [Marthinet et al. 200@uere
Untersuchungen beschéftigen sich mit der Anwenduog interference-RNA zur
»YAbschaltung” bestimmter Genbereiche [Lage 2006¢itdfte Ansatze zur Bekampfung
der MDR stellen die Hemmung der GlukosylceramidiBgse [Plo et al. 2002], die die
Arzneistoff-induzierte Apoptose in Tumorzellen uxigickt, Verbesserung des
Targetings der Membrantransporter durch Einsatz Manopartikeln und Liposomen
[Murthy; Shah 2007] dar. Trotz aller aufgefihrte®dichkeiten scheint aber die direkte
Funktionsmodulation der Membran-Efflux-Pumpen awlekularer Ebene nach wie vor
eine viel versprechende Methode zu sein. Zumalbdiker aufRerordentlich schwierige
Strukturaufklarung dieser Proteine Uber die Afihiler Modulatormolekile erleichtert

werden kodnnte.
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3.6.1 MDR-Modulatoren

Der Einsatz von MDR-Modulatoren verfolgt das Zialje Bindungsstellen von
Transportproteinen kompetitiv oder allosterischbesetzen, um so den aktiven Ausstrom
von Zytostatika aus Tumorzellen zu unterbinden aderdestens so zu drosseln, dass
wirksame Konzentrationen in der Zelle erhaltenld@ai Idealerweise wirde der hierfur
optimale Chemosensitizer Transporter in gewuinscRegionen hemmen, ohne negative
Einfluisse auf normale Gewebe auszuiben, in denen Membrantransporter
physiologischer Weise vorkommen. AufRerdem wuirde o&&wdulator in seiner
wirksamen Konzentration keine oder allenfalls ese@r geringe Zytotoxizitat besitzen,
damit er effektiv wahrend der Zytostatikatherapiggesetzt werden kann [Robert; Jarry
2003]. Bis heute existiert allerdings keine Verhing, die diesen Anforderungen in
ausreichendem MalRe entspricht. Deshalb gibt es awobth keine Kklinischen
Anwendungen von MDR-Modulatoren in Kombination réitostatika [Robert; Jarry
2003].

Das P-Glykoprotein ist das am langsten bekannteanmtiesten untersuchte Mitglied der
ABC-Transporter Familie, weshalb die meisten Erkeisse darlber existieren. Dies
trifft natdrlich auch auf seine Substrate bzw. Matlren zu. Aus diesem Grund erfolgt
an dieser Stelle die Charakterisierung von MDR-Matiuwen, stellvertretend fur alle
relevanten Transporter, anhand der Modulatorenamié>-gp angreifen.

Das Spektrum der Substanzen, die als Modulatoreksam sind, ist entsprechend der
Substratvielfalt des P-gp aul3erordentlich breit. ziDagehdren Vertreter der
Kalzium-Kanalblocker, Calmodulin-Antagonisten, RiotKinase C-Inhibitoren,
Steroide, Flavonoide, Indolalkaloide, zyklische ¥ Makrolide und
HIV-Protease-Inhibitoren. Zusatzlich wurden zaldnel Verbindungen synthetisiert, die
keiner bestimmten Substanzklasse zugeordnet wégiteren [Wang et al. 2003].

Die ersten, auf MDR-modulatorische Wirkung untetdan Verbindungen, waren
Arzneistoffe, deren Einsatz mit anderer Indikatexfolgte. Zu diesen Modulatoren der
ersten Generation gehodren bspw. der Kalzium-Kaoeltgr Verapamil oder das
Immunsupressivum Cyclosporin A. Deren Einsatz dler@osensitizer ist problematisch,
da bei klinisch relevanten Konzentrationen ihre rptekologische Hauptwirkung als
unerwunschte Nebenwirkung auftritt. Aufgrund desseurde bei Modulatoren der
zweiten Generation versucht, durch strukturelle Mkationen von bereits bekannten

Substanzen Analoga zu erzeugen, die nicht Ubenddéebenwirkungen verfliigen. Hierzu
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zahlt das Dextroverapamil, eines der beiden Enatiendes Verapamil. Im Gegensatz
zum racemischen Verapamil besitzt es einen deuthetiingerten kardiovaskularen
Effekt. Allerdings scheidet es, bedingt durch seum@kzeptabel hohe Toxizitét, als
MDR-Modulator aus [Warner et al. 1998]. Ein weiter¥ertreter ist PSC-388
(Valspodaf), ein Cyclosporin A-Analogon, ohne dessen immunssgive Wirkung
[Twentyman; Bleehen 1991]. Eine MDR-modulatorisch&irkung konnte in
Phase-llI-Studien nachgewiesen werden. Allerdiraggten Zytostatika auch in nicht von
Tumoren befallenen Geweben eine deutlich gesteigeskizitat, da dort ebenfalls P-gp
gehemmt wurde und keine ausreichende Schutzfungaardhrleisten konnte [Baer et al.
2002].
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Abbildung 7: Strukturformeln einiger ausgewahlteDR+-Modulatoren
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Bei Modulatoren der dritten Generation handelt ieb sim Verbindungen mit neuen
Strukturen, welche auf Basis bekannter Strukturegeaften von MDR-Modulatoren
entwickelt wurden. Das Ziel hierbei war, eine Vegerung der Toxizitat bei
gleichzeitiger Zunahme der Wirksamkeit zu erreich@as Anthranilsdure-Derivat
XR9576 (Tariquiddf) und das Difluorcyclopropyldibenzosuberan-Deritat-335979
(Zosuquida?), sowie das Diarylimidazol-Derivat ONT-093 gehoren bekanntesten
Vertretern der Modulatoren der dritten Generatteinige dieser neuen Strukturen zeigen
in vitro sehr gute modulatorische Eigenschaften und werdezed in klinischen Studien
getestet. Erste Ergebnisse zeigen, dass nur ausijewstienten von einer Behandlung
profitieren [Pusztai et al. 2005]. Trotzdem seheorsEhergruppen in den ersten
verhaltenen Erfolgen der neuartigen Ansatze zumiibeung der Multidrug Resistance
einen Grund zu vorsichtigem Optimismus [Stein; Walt2006]; [Fox; Bates 2007].
MDR-Modulatoren lassen sich ebenfalls nach ihrerkihgsweise einteilen. So gibt es
neben hoch affinen Substraten der Efflux-Pumpe ziefite Inhibitoren der
energieliefernden ATP Hydrolyse und partielle Stdist Die Mechanismen reichen von
direkter Bindung an P-gp Uber Verminderung der ASEPAKktivtat bis zur Hemmung der
Protein Kinase C [Wang et al. 2003].
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3.6.2 Struktur-Wirkungs-Beziehungen von MDR-Modulato  ren

Obwohl MDR-Modulatoren neben dem P-Glykoprotein rauandere Transporter
beeinflussen, beziehen sich derzeitige Erkenntribse Struktur-Wirkungs-Beziehungen
fast ausschlieBBlich auf Wechselwirkungen mit dengpP-Aufgrund unzahliger
Experimente mit einer Vielzahl unterschiedlicherbSanzen konnten strukturelle
Voraussetzungen entdeckt werden, die fir die Itibibdes P-Glykoproteins notig sind.
Ein wesentliches Merkmal von P-gp-Modulatoren isteth hohe Lipophilie und das
Vorhandensein von zwei oder mehr aromatischen Rindaf3erdem besitzen sie,
bedingt durch einen basischen Molekilteil, bei phigsschem pH-Wert meistens eine
positive Ladung. Daraus resultiert ein amphiphi@&narakter [Zamora et al. 1988].
Tertidre Aminstrukturen zeigen in diesem basisciMolektlteil Wirkungsvorteile
gegenuber priméaren oder sekundaren. Zusatzlichiginsieh der Einbau der tertidren
Amine in zyklische Strukturen, wie Piperazin- ungbd?idin-Derivate als vorteilhaft
[Wiese; Pajeva 2001]; [Schmidt et al. 2002] was elier Pearce et al. durch
Bindungsmodelle mit Reserpin- und Yohimbin-Analdgsstatigten. Dabei schlugen sie
zwei aromatische Domanen und einen basischen &ftitkserbunden durch einen
aliphatischen Linker als essentielles Strukturmexknaon MDR-Modulatoren vor
[Pearce et al. 1989Hait und Aftab publizierten ein Modell flr eine Phenothiazin-
bindungsstelle am P-gp. Dabei interagiert das hglep aromatische Grundgerust der
Phenothiazine Ubert-Elektronenwechselwirkungen mit zwei Phenylalangstn,
wahrend der stickstoffhaltige, protonierbare Teadk dVioleklls Wechselwirkungen mit
einer hydrophilen Bindungsdoméne eingeht, die auwei d>lutaminséure-Resten
aufgebaut ist.

Nicht nur die Anwesenheit von aromatischen Ringsy&n, sondern auch deren
raumliche Anordnung spielt eine wichtige Rolle fieis modulatorische Potential der
Verbindungen.Suzuki et al.stellten bei Untersuchungen von MDR-Modulatorert mi
Chinolin-Grundkoérper fest, dass ein Winkel zwischéen Aromaten von 90-105°
optimal ist und der Abstand zwischen dem protomiezb Stickstoff und dem Zentrum
des hydrophoben Molekiilteils mindestens 5 A betragggite [Suzuki et al. 1997].

Nach Analyse von MDR-Modulatoren auf strukturellen@®insamkeiten schlugeelig
die Anwesenheit von zwei oder drei Elektronen-Don&ruppen (Wasserstoffbriicken-
bindungsakzeptoren) mit definiertem raumlichen Abdtals essentielles Merkmal vor.
Dabei betragt der Abstand bei TYP 1 0,25 + 0,03 mnd bei TYP Il 0,46 £ 0,06 nm.
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Gleichzeitig soll die Starke der Bindung an P-gpt wher Anzahl und Starke der
Elektronen-Donator-Gruppen zunehmen [Seelig 1998atsachlich besitzen die
transmembrandren Bereiche 4-6 und 11-12 verscheedéminosduren mit
Elektronen-Akzeptor-Gruppen (Wasserstoffbrickenbimgsdonatoren) [Seelig;
Landwojtowicz 2000]. Bei den meisten dieser transim@anaren Bereiche handelt es
sich um genau die fir Substratbindung und -trarisperantwortlichen [Loo; Clarke
2005]. Mit Hilfe vonin vitro Daten und delCatalystSoftware erstellterEkins et al.
3D-QSAR-Modelle, anhand derer Vorhersagen Ubes-VZerte von P-gp Inhibitoren
gemacht werden konnen [Ekins et al. 2002]. Die Datiafur erhielten sie aus
verschiedenen biologischen Testsystemen (Hemmung Degoxintransports in
Caco-2 Zellen, Vinblastin-Akkumulation, VinblastBindung an Plasmamembran-
vesikel). Damit erstellten sie ein Pharmakophortdieend aus einem Wasserstoff-
briickenbindungsakzeptor, einem aromatischem Ringd wrwei hydrophoben
Molekulbereichen.

Die beschriebenen Modelle tberlagern sich nur zeit) Was wiederum den Schluss auf
unterschiedliche Substratbindungsstellen im P-Qdy&tein zulasst.

Abbildung 8 zeigt ein von Pajeva und Wiese erstelltes allgemeines
Pharmakophor-Modell, welches sich auf nur eine Bngsstelle des P-gp bezieht

[Pajeva; Wiese 2002]. Es basiert auf der Untersogheiner Reihe strukturell
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unterschiedlicher Substanzen, die teilweise in Bo@erenreiner Form vorlagen,
hinsichtlich ihrer Affinitat zur Verapamilbindungsfie [Doppenschmitt et al. 1998]. Ihr
Modell widerspricht den bis dahin gemachten Stroudrschlagen nicht, ist jedoch
deutlich komplexer und somit in der Lage, genauefermationen zur Entwicklung
neuer MDR-Modulatoren zu liefern. Es beinhaltet zvipophile Bereiche, drei
Wasserstoffbriickenbindungsakzeptoren und einen &&sffbriickenbindungsdonator
in raumlich definierter Anordnung. AuRRerdem lassthsdie Bindungsstelle in
verschiedene Doménen einteilen, die WasserstoffleriwVechselwirkungen und
hydrophobe Wechselwirkungen eingehen. Der Angeif verschiedenen Substrate kann
auf unterschiedliche Weise an unterschiedlichernid®eg der Bindungsstelle erfolgen.
Abbildung 9 zeigt ein weiteres Pharmakophor-Modell Es wuiitedie Bindungsstelle
von Hoechst 33342 erstellt [Pajeva et al. 2004] ishchus finf aromatischen Zentren,
vier Stellen fur Wasserstoffbriickenbindungsakzegtamnd drei Stellen fur Wasserstoff-
briickenbindungsdonatoren aufgebaut. Der Stick&tafin, je nachdem ob er protoniert

vorliegt oder nicht, als Akzeptor oder Donator figngn.
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4 Materialien und Methoden

4.1 Methoden

4.1.1 Zellkultur

Fur alle Versuche wurden die Nierenepithel-Zeldmivon Schwein LLC-PK1pprcine
kidney epithelial cellSATCC 101) und LLC-MDR1 verwendet. LLC-MDRL1 ging dtr
Transfektion von LLC-PK1 mit der DNA von humanem GB/koprotein hervor
[Schinkel et al. 1995]. Beide Zelllinien stellenbe@ anderen ein etabliertes System zur
Untersuchung von Transportvorgangen dar. LLC-PKlleAevurden im Jahr 1976 von
Hull et al. aus der Niere eines mannlichen Schweins isolietin Kultur gebracht [Hull
et al. 1976]. Als Nierenepithelzellen verfliigen giber ein breites Spektrum an
Transportern, hauptsachlich aus der Familie der-Stabsporter. Aber auch P-gp und
MRP konnten nachgewiesen werden [Schlatter et @D6R Im Verlauf der ersten
Experimente mit LLC-PK1 Zellen zeigte sich, dass Bkpression der ABC-Transporter
durch Inkubation mit Vinblastin nicht erhoht werdéwnnte. Die Aktivitdt der
Transporter erwies sich als sehr gering. Deshaltni@udie Versuche im Folgenden mit
LLC-MDR1 Zellen durchgefuihrt. Diese wurden in deeunziger Jahren des vorigen
Jahrhunderts am Nederlands Kanker Instituut, Ardatardurch Einbringen des Gens fir
humanes P-gp in LLC-PK1 gewonnen [Schinkel et @05]. Im Gegensatz zu LLC-PK1
tolerieren sie hohe Zytostatikakonzentrationen iradMm, was den Schluss auf eine
deutlich erhdhte Transportaktivitdt, bedingt durdle Expression des eingefligten
P-Glykoproteins, zulasst. Dessen Vorkommen konmteLaufe der Experimente mit
Hilfe von Western Blot Analysen immer wieder beggiiverden. Um vergleichbare
Ergebnisse zu erhalten, wurden nur Zellen zwisdenPassagen 10 und 50 verwendet,
obwohl LLC-PK1 fir bis zu 300 Passagen als stabgchrieben wurden [Hull et al.
1976]. Die Zellen wurden in Medium 199 mit 10 %alem Kalberserum (FKS), 2 mM
Glutamin, 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptycin kultiviert. Zusatzlich erhielt
das Medium fiir die LLC-MDR1 Zellen 640 nM Vincrissulfat um die Expression von
P-gp aufrecht zu erhalten. Die Zellkultivierung dabei 37 °C, 5 % COund 95 %
relativer Luftfeuchte statt. Der Wechsel des Zdtlkumediums erfolgte alle zwei bis drei
Tage, die Passage der Zellen ein- bis zweimal wiitble. Die Zellen wuchsen in
75 cnt Flaschen mit 12 ml Zellkulturmedium.
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4.1.2 Western-Blot-Analyse

Beim Western-Blot-Verfahren werden Proteine mit iomochemischen Methoden
detektiert [Towbin et al. 1979]. Dazu werden didlete nach der Inkubation lysiert und
das Gesamtprotein mittels Gelelektrophorese awhgetr[Lammli 1970]. Anschliel3end
transferiert man die Proteine mit Blotting-Verfamrauf eine Nitrozellulosemembran.
Die Detektion der Proteine erfolgt mit Hilfe spezther Antikorper.

4.1.2.1 Probenvorbereitung

Die Zellen wuchsen in 75 ml Flaschen bis zur Koarfiz. Zur Ernte wurde das Medium
entfernt und Reste mit eiskaltem PBS abgespiltcilirefiend wurden die Zellen mit
einem Zellschaber von der Flasche gelost und ikakkesn PBS suspendiert. Es folgte
eine zehnminutige Zentrifugation bei 10.000 g urf€€4Das Pellet wurde in Lysispuffer
resuspendiert und zum besseren Aufschluss der @elbranen mit dem Ultraschallstab
fur 5x5 Sekunden bei 60 % auf Eis behandelt. AnsBehd wurden ungeldste
Bestandteile durch Ultrazentrifugation abgetresuts dem Uberstand wurde der Gehalt
an Protein nach der Methode vdradford bestimmt [Bradford 1976]. Die Proben
(40-200 pg Protein) wurden mit vierfach konzenteaer Ladepuffer versetzt und zehn

Minuten bei 95 °C denaturiert.

4.1.2.2 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Proteinbestimmung erfolgte nach der Methode Boadford [Bradford 1976] mit
Hilfe eines Kits der Firma Bio-Rad (Minchen). Dabéden Proteine mit dem Farbstoff
Coomassie-Brillantblau Komplexe, die Uber ihr Algmmsmaximum bei 595 nm
photometrisch quantifiziert werden kénnen. Ansdddied wird der Proteingehalt anhand
einer Kalibriergeraden ermittelt. Diese wurde paftalmit Rinderserumalbumin
(12,5-200 pg/ml) erstellt.
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4.1.2.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die eindimensionale Polyacrylamid-Gelelektrophoré€SBS-PAGE) trennt Proteine der
GroRe nach auf. Diese binden an im Uberschuss etmjes SDS (Sodium Dodecyl

Sulfat) und erhalten so eine negative Ladung. Desalidem Molekulargewicht der
Proteine proportional ist, kbnnen die SDS-Proteowilexe in der Gelmatrix ihrer

Molmasse nach aufgetrennt werden [Sambrook eB8B]1

Bei der verwendeten Methode nddciimmli[LAmmli 1970] werden die Proben zunachst
in einem Sammelgel mit 5 % Polyacrylamid konzentriend danach in einem 7,5 %
Trenngel aufgetrennt. Dafir wurde eine vertikale nigel-Elektrophoresekammer

verwendet. Die Proben wurden in Konzentrationen ¥6r60 pug/ml aufgetragen. Die

Elektrophorese erfolgte bei 110 V Uber zwei Stundestren mit Laufpuffer gefillten und

gekuhlten Gelkammern. Als Molekulargewichtsmarkeéente ein gefarbtes Protein-

gemisch bekannter Molekulargewichtsgrofie.

4.1.2.4 Proteintransfer durch Western-Blot

Die Proteine wurden mit Hilfe des Semi-Dry-Verfaisein einem horizontalen
Puffertank (Eigenbau) aus dem Gel auf eine Nittalkedemembran tbertragen. Der
Transfer erfolgte bei 1 mA/cmund 4 °C Uber zwei Stunden. Hierbei diente der
vorgefarbte Molekulargewichtsmarker zur Kontroller dransfereffizienz [Sambrook et
al. 1989]. Zur Kontrolle der Beladung wurden diervtganen mit Fast-GreBmngefarbt
und fotografiert.

4.1.2.5 Detektion mit spezifischen Antikérpern

Zur Detektion mit spezifischen Antikdrpern wurdere dnit Fast-Greeh gefarbten
Membranen in 0,2 M NaOH entfarbt und anschlie3ent bidestilliertem Wasser
gespult. Zur Abséttigung unspezifischer Bindundkstewurden die Membranen eine
Stunde bei Raumtemperatur mit Refilock inkubiert. Danach erfolgte die Inkubation
mit dem Erstantikorper tUber Nacht bei 4 °C [Georgeal. 1990]. Diese sind murinen
Ursprungs und richten sich gegen verschiedene fpittes humanen P-Glykoproteins.
C219 bindet an MDR1- und MDR3-Isoformen [Chan et1#890], C494 nur an die
MDR1-Isoform [Georges et al. 1990].

Nach viermaligem Waschen der Membranen mit TBS-Tgtéo die einstindige

Inkubation mit einem Peroxidase-gekoppelten Zwékarper. Im Anschluss wurden die
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Membranen viermal zehn Minuten mit TBS-T und viernmehn Minuten mit

bidestilliertem Wasser gewaschen.

Tabelle 4: Erstantikdrper

Antikorper Inkubationszeit Losung Hersteller
C-219 16 Stunden 1:2000 in Rd#Block Calbiocherfi
C-494 16 Stunden 1:2000 in RdBlock Calbiocherfi

Zur Detektion der gebundenen Zweitantikdrper wutde ECL-Plus-Detektions-Kit der
Firma Amersham (Freiburg) eingesetzt. Die Peroxdasxidiert das Substrat
Lumigen PS-3 zu einem Acridiniumester. Durch Reaktmit Peroxiden entsteht eine
intensive Chemolumineszenz mit einem Emissionsmamxiniei 430 nm. Diese kann
durch die Exposition eines Autoradiographiefiimst der Membran nachgewiesen

werden. Die Expositionszeit lag zwischen einer zelon Minuten.

4.1.3 Bestimmung der Zellzahl

Nach Erreichen der Konfluenz wurden die Zellen &ine weitere Verwendung
trypsiniert. Das Zellkulturmedium wurde dafir abayegt und die Zellen einmal mit PBS
gespult. Nach dem erneuten Absaugen erfolgte liben &eitraum von 10 - 15 Minuten
das Ablosen der Zellen mit Hilfe von Trypsin. AnseBend wurde auch das Trypsin
entfernt und die Zellen durch vorsichtiges Schwen#ler Zellkulturflasche von deren
Boden abgel6st. Nach Resuspendierung in frischefikutermedium erfolgte die
Bestimmung der Zellzahl aus einem 100 pl Aliquats anit 10 ml CasyTon gemischt
wurde, am Zellzéhlgerat Cdsy. Entsprechend der benétigten Zellzahl wurde die

Zellsuspension mit Zellkulturmedium verdiinnt undtemerwendet.
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4.1.4 Testung auf Zytotoxizitat und P-gp modulatoris ~ che Wirkung

Die Kultivierung tierischer oder pflanzlicher Zell@au3erhalb eines Organismus wird als
Zellkultur bezeichnet.

Im Jahr 1885 gelang &¥ilhelm Rouxn Breslau embryonale Hihnerzellen fiir mehrere
Tage in einer Salzlésung am Leben zu erhalten. gr&fpJahre spater konnte gezeigt
werden, dass Zellen unter aseptischen Bedingungeh Hinger in Kultur wachsen
kénnen, wenn sie mit Nahrstoffen versorgt werden.

In den flnfziger Jahren des letzten Jahrhundertedavierstmals eine menschliche
Zelllinie etabliert, die die Fahigkeit zur Apoptoserloren hatte. Diese aus einem
Cervixkarzinom gewonnenen Zellen sind heute urgen 8lamen HelLa weit verbreitet.
Bis auf einige aus Tumoren gewonnene Zellen besitze meisten Zelllinien nur eine
eingeschrankte Lebensdauer und kénnen sich nitlgguanzt oft teilen.

Jedoch sind viele der heute verwendeten Zelllimemortalisiert, was bedeutet , dass sie
im Gegensatz zu normalen menschlichen Zellen inLdge sind, sich unendlich oft zu
teilen. Diese Fahigkeit kann, bei Tumorzellen zumisBiel, durch zufallige Mutation
erlangt werden oder durch kinstliche Expressioni@éésmerase-Gens verliehen werden.
Im Gegensatz zu diesen Dauerkulturen stehen dektdius dem Gewebe gewonnenen
Primérkulturen, die nur Uber eine begrenzte Lebamsdverfigen.

Zellkulturversuche sind heute in Forschung und kskling weit verbreitet und werden
zur Untersuchung von Grundlagen zellularer Prozesisgesetzt. Aber auch zur
Untersuchung der Wirkung verschiedenster Substaamémie Signaltransduktion und
Viabilitat eignen sich Zellkultursysteme in besoreteWeise, da sie unter Vermeidung
aufwandiger Tierversuche rasche QuantifizierungereigroRen Anzahl von Proben
zulassen.

Zur Bestimmung der modulatorischen Potenz und dgotdxizitdt der untersuchten
Verbindungen wurden verschiedene Viabilitatstestsrchigefihrt. Diese beruhen
entweder auf der Anfarbbarkeit von lebenden Zelhenh Farbstoffen oder auf der

Messung ihrer mitochondrialen Aktivitat.
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4.1.4.1 Der Kristallviolett-Test

Der Kiristallviolett-Test ist ein spektralphotomstines Verfahren, das auf der
Anfarbbarkeit von Zellen mit dem Farbstoff Kristadllett (Gentianaviolett) beruht
[Flick; Gifford 1984]. Ahnlich wie bei der Gramfawhg zur Unterscheidung von
grampositiven und gramnegativen Bakterien macht sielm bei diesem Test zu Nutze,
dass von den Zellen festgehaltener Farbstoff mehwWasser abgeldst werden kann. Die
Zellen werden gefarbt, mehrmals mit Wasser gespilii anschlielBend wird der
festgehaltene Farbstoff mit Hilfe von Ethanol insudg gebracht. Die Konzentration des
Farbstoffes wird gegen die klare Losung als Blindwaen Spektrophotometer vermessen
und kann als Mal fir die Anzahl lebensfahiger Z2ellagesehen werden. Dabei besteht
zwischen der vermessenen Absorption bei 620 nmdendinzahl der Zellen Uber einen

grof3en Bereich ein linearer Zusammenhang.

(H3C)2N

L -
—C N(CHg), CI

(HsC)2N
Abbildung 10: Kristallviolett

Die konfluenten Zellen werden trypsiniert und inneei Mikrotiterplatte mit
96 Vertiefungen (Wells) ausgesat (8000 Zellen i ilEMedium je Well). Dabei werden
nur die 60 Wells im Inneren der Platte mit Zellegsthickt. Die AuReren werden mit
280 ul destilliertem Wasser geflllt. Bei ersten &xmenten zeigte sich, dass die
Zellzahl in den aufReren Wells, bei gleicher Behamgllaller Proben, nach Beendigung
eine Versuches deutlich niedriger lag als bei demeninneren der Platte. Deshalb
wurden die aufl3eren Wells nicht fur Versuche verneénd

Vier Stunden nach der Aussaat erfolgte die Inkwimatier Zellen mit unterschiedlichen
Konzentrationen der zu untersuchenden Substanzdyeivurden 120 ul einer vierfach
konzentrierten Modulator- oder Zytostatikalosundgiinf Vertiefungen der erste Spalte
pipettiert. Aus dieser jetzt doppelt konzentriertgisung wurden 120 pl in die nachste
Spalte pipettiert. Diese Verdinnung setzte sichirbdie letzte Spalte fort. AnschlieRend
wurden mit 120 pl Zellkulturmedium, Modulator- od&tostatikaldsung die gewtinschte

Konzentration eingestellt. Eine Reihe der Zellemelbldabei immer als Kontrolle
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unbehandelt. Nach 68 Stunden wurde die ViabiligitZellen bestimmt. Dazu wurde der
Uberstand mit den toten Zellen entfernt und die Boden haftenden, noch lebenden
Zellen wurden mit 100 pl absolutem Methanol firrzéhinuten denaturiert und fixiert.
Nach mehrmaligem Waschen unter flieRendem Leituagser folgte fir zehn Minuten
die Zellfarbung mit 100 pl einer 0,1 % wassrigenstélviolettldsung. Daran schlossen
sich erneut mehrere Waschschritte an. Am Ende wided@aufgenommene Farbstoff mit
0,1 M ethanolischer Natriumcitratlésung auf dem (Bidbr aus den Zellen gel6st. Die
Absorption bei 620 nm wurde mit einem Mikrotiterjdamphotometer (POLARSstar
Galaxy, BMG Labtechnologies GmbH, Offenburg) versess

4.1.4.2 Der Neutralrot-Test
N CH, .
HaC @ Cl
N NH,

|
CHj H

Abbildung 11: Neutralrot

Der Neutralrot-Test beruht wie der Kristallvioldtest auf der Anfarbbarkeit von Zellen.
Nur lebende Zellen sind in der Lage, den Farbsitddutralrot in ihre Lysosomen
aufzunehmen und dort zu halten. Die Konzentrates alifgenommenen Farbstoffs wird
nach einer bestimmten Zeit vermessen und ist deralnder lebenden Zellen
proportional [Borenfreund et al. 1988]. Die Aussaatl Inkubation der Zellen erfolgte
analog zum Kristallviolett-Test. Beim Neutralrotsfevurde der Uberstand am Ende des
Experiments verworfen und die Zellen zweimal mit°87 warmem PBS gewaschen.
Danach wurden die Zellen fur drei weitere Stundeit &0 pl Neutralrotlésung
(50 pg/ml) inkubiert. AnschlieRend wurde der Ubamst erneut verworfen und es folgten
zwei weitere Waschschritte mit warmem PBS. Dardnloss sich die Extraktion des
Farbstoffs mit 100 pl einprozentiger Essigséaurer seMinuten am Schuttler an. Die

Absorption der Lésung wurde bei 540 nm am Mikropitattenphotometer bestimmt.



Materialien und Methoden 34

4.1.4.3 Der Sulforhodamin B-Test

Der Sulforhodamin B-Test basiert wie die beidenheorbeschriebenen auf der Anféarb-
barkeit von Zellen mit einem Farbstoff. Es handath dabei um eine empfindliche und
einfach durchzufihrende Methode zur Bestimmung Gesamtproteingehalts der
untersuchten Zellen. Nach der sauren Fixierung delen, werden diese mit
Sulforhodamin B-Losung inkubiert, gewaschen und #&arbstoff anschlielend im
Basischen extrahiert. Die Konzentration des aufgenenen Farbstoffs ist proportional
zur Anzahl der Zellen pro Well. Zwischen der Abgmp bei 500 nm und der Zellzahl
besteht Uber einen groRen Bereich eine lineareeBeng [Shekan et al. 1990]. Aussaat

und Inkubation der Zellen erfolgte analog zum Kdlistolett-Test.

@

(HsC2)oN N(C3zHs),

SOzH

Abbildung 12: Sulforhodamin B

Insgesamt 72 Stunden nach Aussaat der Zellen wuaele Uberstand mit den
abgestorbenen Zellen verworfen. Nach einmaligemleBpimit PBS erfolgte die
Zellfixierung mit Trichloressigsaure (TCA). Dazu wde vorsichtig 60 pl 10 % TCA in
jedes Well pipettiert. Danach wurden die Mikrofitatten fur eine Stunde bei 4 °C
gelagert. AnschlieBend wurde funfmal mit deminsratiem Wasser gespult und die
Platten Uber Nacht an der Luft getrocknet. Die Eago erfolgte mit 100 pl
0,4 % SRB-LOsung (in 1 % Essigsaure) fur 20 Minuben Raumtemperatur. Um freies
SRB herauszuwaschen, wurde fiinfmal mit 1 % Essigsgaspult. Mit 200 pl 10 mM
TRIS wurde der Farbstoff aus den Zellen geldst.niNa@ Minuten auf dem Schuttler

wurde die Absorption bei 490 nm am Mikrotiterplagpppotometer gemessen.
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4.1.4.4 Der MTT-Test

Beim MTT-Test handelt es sich um einen héaufig eetgen Standardtest zur
Bestimmung der Zytotoxizitat. Dabei wird das MaBdesfahiger Zellen indirekt Uber

deren enzymatische Aktivitat ermittelt [Mosmann 3P8Das schwach gelbe MTT

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazoinbromid wird von den Zellen

aufgenommen und von deren mitochondrialen Dehydraggn durch Spaltung des
Tetrazoliumrings in ein lilafarbiges wasserunldséis Formazan reduziert. Nach Losung
der entstandenen Kristalle kann die Absorption aek8ophotometer bestimmt werden.
Da nur lebende Zellen zu dieser Umwandlung in degelsind, ist auf diesem Weg eine
rasche Quantifizierung von Zellschadigungen moglBai abgestorbenen Zellen bleibt
die gelbe Farbe der Ausgangssubstanz bestehen. diasér Test hat wie die bereits

]
’ ~/>_;:/ ,ll . Br E— i ‘ I '
N— N// . /N RN N{/ . /N |
CHs CH;
MTT Formazan

Abbildung 13: Umsetzung von MTT zum Formazan

erwahnten Anfarbetests den Vorteil, dass sich Zalhgtum und Uberlebensrate und
damit auch die Zytotoxizitat schnell und mit grolfmbenmengen ohne den Einsatz von
radioaktiven Isotopen bestimmen lassen. Ein Propleeiches es bei der Anwendung
des MTT-Tests zu berlucksichtigen qilt, ist, dass dktivitdt der mitochondrialen
Dehydrogenasen je nach Starke der Noxen unterdichiestiark ausgepragt sein kann.
Die Aussaat und Inkubation erfolgte analog zum tiligiolett-Test.

Zum Ende des Experiments, 68 Stunden nach der atjssarde das Medium in den
Wells bis auf 100 ul abpipettiert. Danach erfolgie Zugabe von 9 ul MTT-L6sung
(50 mg/ml) und eine weitere Inkubation bei 37 °Cdum% CQ von vier Stunden.
Innerhalb dieser Spanne bildeten sich die Formaiake. AnschlielRend wurden in
jedes Well 90 pl MTT-Stopplésung gegeben und daté&h Gber Nacht im Brutschrank
belassen, um die vollstandige Auflésung der entiktaen Kristalle zu gewéhrleisten.
Am nachsten Tag erfolgte nach 20 Minuten auf derhifler die Messung der

Absorption bei 570 nm am Mikrotiterplattenphotonete
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4.1.45 Berechnung der Wirkwerte

4.1.4.5.1 Der modulatorische Quotient

Um das modulatorische Potential der untersuchtelnst8ozen zu ermitteln, wurden
verschiedene Wirkwerte bestimmit.

Die IC50r0x stellt die Konzentration einer Substanz dar, eeidie Viabilitat der Zellen
50 % betragt. Sie ist ein Mal3 fur die Eigentoxizd@r untersuchten Verbindung. Die
IC50uop dagegen gibt die Konzentration der Substanz wijedszi der die
Lebensfahigkeit der Zellen in Gegenwart einer fix€onzentration an Zytostatikum
50 % betragt. Bei den durchgefiuihrten Experimengamdblte es sich dabei um 640 nM
Vincristinsulfat, welches die LLC-MDR1-Zellen gutolérierten. Mit dieser
Konzentration wurden sie auch nach der Transfekitnhumanem P-gp selektiert und
weiter kultiviert [Schinkel et al. 1995].

Der modulatorische Quotient, gebildet aus IGH0und IC5Q0x, wird als Mal3 fur die

modulatorische Aktivitat einer Substanz angesehen.

: . IC50 IC50
Modulatorischer Quotient tox — Modulator
IC50mod IC50Modulator+ Zytostatikum

Der Ausgangspunkt fur die Berechnung des modukatben Quotienten war die
folgende Grundannahme. Wenn die Zellen die niedkigazentration Vincristinsulfat
aufgrund der starken Expression des P-Glykoprotginstolerieren, dann fihrt eine
Hemmung des Transporters durch Modulatoren zu ewerstarkung der toxischen
Wirkung des Zytostatikums und damit zur Abnahme\dabilitat der Zellen.



Materialien und Methoden 37

4.1.45.2 Fold Reversal

Ein weiterer ermittelter Wirkwert ist die Fold Resal. Sie wird aus dem Quotienten der
IC50 eines Zytostatikums in Abwesenheit beziehumissv Gegenwart einer relativ
untoxischen Konzentration des untersuchten Modrdajebildet.

Im Fall dieser Arbeit war das Zytostatikum Vinamnsulfat, dessen IC50 fir
LLC-MDR1-Zellen mit 2,49 + 0,64 uM bestimmt wurdéAls relativ untoxische
Konzentration der untersuchten Verbindungen wueterd IC10 gewahlt [Wiese; Pajeva

2001]. Diese lagen typischerweise zwischen zweiagith M.

IC50 -
Fold Reversak Zytostatikum

I CSOZytostatikum Modulator

4.1.4.5.3 Berechnung der IC50

Aus dem Inkubationsmuster der Zellen, ergab siclh ¢lie Auswertung der
Messergebnisse bei halblogarithmischer Darstell(RgAchse) des Graphen ein
sigmoider Kurvenverlauf.

Daraus wurden mit Hilfe von Graph Pad Prism 3.0 I@IBO nach folgender Formel
berechnet:

a—y Yo Absorption bei minimaler Substanzkonzentration
— Yo
Y=Yt 1+ 10(|Og IC50—x) b a Absorption bei maximaler Substanzkonzentration
b Hillkoeffizient

X Logarithmus der Konzentration

Alle Experimente wurden dreimal an jeweils versdbei@en Tagen durchgefihrt. Aus den
Ergebnissen wurden Mittelwert und Standardabweighgebildet.
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4.1.4.6 Durchflusszytometrische Bestimmungen

Bei der Durchflusszytometrie mit Hilfe des Fluoresce Activated Cell Sorters (FACS)
senden Zellen bei der Passage eines Laserstraidgsh@pSignale aus, anhand derer man
unterschiedliche Eigenschaften der Zellen ableit@nn [Herzenberg et al. 1976]. Zur
Verstarkung und Erweiterung der Signale kdnnenedieflusatzlich mit Antikdrpern oder
Fluorophoren beladen sein. Die wichtigsten Paramdtei der Einteilung und
Auftrennung der Zellen sind das VorwartsstreuliERIC (Forward Scatter) als Malf3 fur
die ZellgroRe und das Seitwartsstreulicht SSC (Sichdter) als Mal} fur die Granularitat
(GréRe und Struktur des Zellkerns). Die an die w=msenen Partikel gebundenen oder
wie in dieser Arbeit in die Zellen aufgenommenenofészenzfarbstoffe werden durch
Laserlicht entsprechender Wellenlange angeregtdasdemittierte Licht abgeleitet und
vermessen.

Der Fluoreszenz-Aufnahme-Test mit Rhodamin 123flatseszierendem P-gp Substrat
ist eine etablierte Methode, um die P-Glykoprotimangige Sekretion von Substanzen
an P-gp exprimierenden Zelllinien zu untersuchearabDs lassen sich Ruckschlisse auf
die eventuelle inhibitorische Aktivitat von Teststdnzen ziehen [Lee et al. 1994].

Fur den Test wurden LLC-PK1- bzw. LLC-MDR1-Zellgggsiniert und anschliel3end in
Krebs-Hepes-Puffer (KHP) suspendiert. Danach edotlle zweimalige Zentrifugation
bei 300 g fur zwei Minuten. Die abgesetzten Zellgarden dabei immer in KHP
aufgenommen. Aus dieser Suspension wurde die Bélzestimmt und auf 1x20ml
eingestellt. AnschlieRend wurden davon je 0,5 niEppendorfgefal3e pipettiert und mit
55 ul der zu untersuchenden Substanzldsung bzw. wr§etzt. Die Endkonzentrationen
der fertigen Proben betrugen 10, 5 bzw. 1 uM. Nekter Inkubationszeit von zehn
Minuten wurden zu jeder Probe 30 ul einer 15 puMdRimoin 123-LOsung pipettiert. Die
Probe fir die Eigenfluoreszenz erhielt nur KHP. INaeiteren 30 Minuten Inkubation
bei 37 °C wurden die Proben in BD Fal®nPolystyrene Round Bottom Tubes
uberfihrt, fir zwei Minuten bei 300 g zentrifugiemd der Uberstand dekantiert. Die
Lagerung der Proben erfolgte ab jetzt auf Eis. AhsBend wurden die Zellen in 0,5 ml
eiskalter Modulatorlosung der untersuchten Konzdion resuspendiert. Die
Zentrifugation und das Spilen wiederholten sichimwa& um alles nicht aufgenommene
Rhodamin 123 von den Zellen zu entfernen. Zum Sshiwurden 5 pl Propidiumiodid
(50 pg/ml) in jedes Rohrchen pipettiert. Diesesxdimur Unterscheidung von lebenden

und toten Zellen, da es nur durch die beschadiggdmZmbran in die Zelle
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aufgenommen wird. Wahrend der Messung gibt Propididid bei allen geschadigten

Zellen ein Fluoreszenzsignal. Danach erfolgte dieesdding am FACScan-

Durchflusszytometer (Becton Dickinson GmbH, Heiget)).

Als Mal3 fur die modulatorische Aktivitat der untechten Substanzen diente das
Fluoreszenz-Aktivitatsverhaltnis. Fur dessen Bestimg ist der in den Zellen

akkumulierte Anteil Rhodamin 123 ausschlaggeberdnakh Affinitat und Starke der

Bindung der Testsubstanzen an P-gp kann Rhodar8im&hr oder weniger stark in den
Extrazellularraum gelangen. Bliebe der Transpamegehemmt, wirde kaum oder gar
kein Rhodamin 123 in der Zelle verbleiben.

Das Fluoreszenz-Aktivitats-Verhaltnis lasst sichimbolgender Gleichung berechnen:

M DR]‘(behandel) /M DR]TunbehandeDt

FAR= — -
Wlldtygbehandell / Wlldtyp unbehandelt

Das Verhaltnis aus Wildtyp (LLC-PK1-Zellen) behahdend Wildtyp unbehandelte
Kontrolle war anndhernd eins. Bei jeder Messungdeudie Eigenfluoreszenz der Zellen
bestimmt (unbehandelte Zellen in KHP). Des weitaremden LLC-MDR1-Zellen nur
mit Rhodamin 123 inkubiert, als Mal3 fir den ungeiméem Transport durch P-Glyko-
protein. Aul3erdem dienten bei jeder Messung Verdpand Trifluperazin als Ver-
gleichssubstanzen.

Pro Probe wurden 1@ellen vermessen und anhand der Parameter SSES@aur die
gut erhaltenen Zellen erfasst.

Fur die Auswertung wurde von jedem Messwert dieefilyoreszenz abgezogen.
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4.2 Materialien

4.2.1 Chemikalien

American Type Culture Collection LLC-PK1 (ATCC CL 1)
(ATCC)

Amersham Biosciences Europe GmbH, ECL Western BipfReagent RPN2132,
Freiburg, Deutschland Hyperfilm ECL, NA931 Anti-MaukgG

BIO-RAD Laboratories GmbH, Bradford Reagenz
Munchen, Deutschland

Calbiocherfi, Darmstadt, Deutschland Anti-P-Glycoprotein mouger{C219)
Anti-P-Glycoprotein mouse mAb (C494)
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Bromphenolbldercaptoethanol,

Deutschland Polyacrylamid, Rotiphor&deoti®Block, Tris,
Triton X-100, Tween 20
Gry-Pharma GmbH, Kirchzarten, Vincristinsulfat-GRY Injektionslésung

Deutschland

Hexal AG, Holzkirchen, Deutschland  Doxorubicin 10xdBInjektionslosung,
Vinblastin 10 HexdlInjektionsldsung

Invitrogen GmbH, Karlsruhe, BenchMdlkPrestained Protein Ladder, PBS,

Deutschland Rinderserumalbumin, Trypsin/EDTA

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland Essigsaure, Eth#sopropanol, Methanaol,
Natriumhydroxid, Propidiumiodid, Salzsaure

SERVA Electrophoresis GmbH, Fast Green FCF

Heidelberg, Deutschland

Scharfe System, Reutlingen, CasyToRuffer zur Zellzahlbestimmung

Deutschland
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Sigma-Aldrich Chemie GmbH, cis-(Z)-Flupentixol-2HCI-Glucose-HO,

Taufkirchen, Deutschland DMSO, Glycin, HEPES, Kadahlorid,
Kaliumdihydrogenphosphat, Kristallviolett,
MTT, Natriumchlorid, Natriumcitrat, Natrium-
hydrogencarbonat, Neutralrot, PMSF,
Probenecid, Propafenon, Reserpin,
Rhodamin 123, Trichloressigsaure,
Sulforhodamin B, Trifluperazin-HCI, Tris-HCI,
Verapamil-HCI

4.2.2 Zellkulturmedium, Supplements

Invitrogen GmbH, Karlsruhe, fotales Kalberserumt(Kdr. 10270-106)

Deutschland Glutamin 200 mM (Kat.-Nr. 25030-024)
Medium 199 (Kat.-Nr. 31150-030)
Penicillin/Streptomycin (Kat.-Nr. 15140-122)

Zusammensetzung Zellkulturmedium: 500 ml Medium 199
56 ml fotales Kalberserum
5 ml Glutamin 200 mM
5 ml Penicillin/Streptomycin

zusatzlich fur LLC-MDR1: 340 pul Vincristinsulfat 1 g/ml

Zusammensetzung Einfriermedium: Zellkulturmedium
+10 % DMSO

+ 10 % fotales Kalberserum
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4.2.3 LOsungen

Die bei den Versuchen verwendeten Losungen hattgarfde Zusammensetzung:

Krebs-HEPES-Puffer :

0,35 g Kaliumchlorid, 0,21 diadihydrogen
phosphat, 6,93 g Natriumchlorid, 0,35g Natriumhydro
gencarbonat, 2,31 g Glucose Monohydrat und 2,38 g
HEPES wurden in 500 ml demineralisiertem Wasser

gelost; pH 7,4

Ladepuffer fir SDS-PAGE (4x):0,6 M Tris-HCI, 20 %y€erol, 20 % SDS,

Laufpuffer fir SDS-PAGE:

10% Mercaptoethanol, 0,1 % Bromphenolblau
50 mM Tris-HCI, 384 mM Gin, 0,1 % SDS;
pH 8,8

Lysispuffer zur Proteinisolation: 25 mM Tris, 5 mBDTA, 1 % Triton X-100,

Puffer fir Western-Blot:

TBS-T:

Essigsaure (1 %):

Fast Green-L0Osung:

Kristallviolett (0,1 %):

Natriumcitratldsung (0,1 M):

Natriumhydroxidlsg. (0,2 M):

1 mM PMSF; pH 7,5

Blotting Pufferl: 20 % Metiol, 0,3 M Tris; pH 10,4
Blotting Puffer2: 20 % Methanol, 25 mM Tris; pH 40,
Blotting Puffer3: 20 % Methanol, 25 mM Tris,
40 mMy-Aminocapronsaure, 0,01% SDS; pH 10,4
25 mM Tris, 0,05 % Tween 20; pH 7,4

1 ml Eisessig wurde mit demiiseatem Wasser
auf 100 ml verdinnt.

50 mg Fast Green wurden in @diselksig gelost mit
250ml Methanol versetzt und mit bidestilliertem
Wasser auf 500 ml aufgefuillt.

0,5 g Kristallviolett wueh in 5 ml absolutem Ethanol
geldst und mit demineralisiertem Wasser auf 500 ml
aufgefullt.

14,5 g Natriumcitratisden in 250 m|
demineralisiertem Wasser geldst und mit 250 ml
absolutem Ethanol aufgefllt.

8 g Natriumhydroxid wien in einem Liter

demineralisiertem Wasser gel6st.
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Neutralrot (50 pg/ml): 0,5 ml Stammldsung (5 mgimDMSO) wurden in
49,5 ml Zellkulturmedium verdinnt.
MTT-L6sung (5 mg/ml): 50 mg MTT wurden in 10 ml PB8I6st.
MTT-Stopplosung: 50 g SDS wurden in 500 ml eines®fiung aus
% DMSO und ¥ Eisessig gelost.

Propidiumiodid (5 %) 5 mg Propidiumiodid wurden i@0lml PBS geldst.
Rhodamin 123 (15 pM) 15 pl Rhodaminstammldsung (2 i mEIMSO) wurden
in 1985 pl KHP gelost.

Sulforhodamin B (0,4 %): 2 g Sulforhodamin B wurderb00 ml 1 % Essigséure
gelost.
Trichloressigsaure (10 %): 5 g Trichloressigsauueden vorsichtig in 45 ml

demineralisiertem Wasser gel6st.

Zum Einstellen der pH-Werte diente 0,2 M Salzsdamg. 0,2 M Natriumhydroxid.

Die zu untersuchenden Substanzen wurden in DMSOsgeind als Stammldsungen
(100 mM) bei -20 °C gelagert. Vor Versuchsbeginmrden sie soweit mit Zellkultur-

medium oder Krebs-HEPES-Puffer verdiinnt, dass dék&nzentration an DMSO auf
den Zellen 0,5 % nicht Uberstieg.
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4.2.4 Gerate

Analysenwaage Typ MC5-0CE, Sartorius AG, Goéttingen,
Deutschland

Autoklav GVA 460, Fritz Gossner GmbH & Co. KG,
Hamburg, Deutschland

BD Falcor™ Polystyrene Round  VWR International GmbH, Dresdestschland

Bottom Tube

Begasungsbrutschrank WTB Binder, Labortechnik Gmifkitlingen,
Deutschland

CASY®-1 Zellzahlgerat Modell TT, Schéarfe System, Reuting
Deutschland

Cellstaf Pipetten (15 ml, 25 ml)  Greiner-Bio-One GmbH, Feokausen,
Deutschland

Cellstaf Polypropylen-Rohrchen  Greiner-Bio-One GmbH, Fridikamsen,

(25 ml, 50 ml) Deutschland

Cellstaf Zellkultur Multiwell Greiner-Bio-One GmbH, Frick&ausen,

Platten fur adharente Zellkulturen Deutschland

(96 Well)

Elektrophoresekammer Mighty Small SE 260, Hoefeedic
Instruments, San Francisco, USA

Eppendorf ResearéRro Pipetten Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

epTIPS pipette tips Eppendorf AG, Hamburg, Deutsuthla

FACScan Durchflusszytometer Becton Dickinson Gmbekliddlberg, Deutschland

Filter Top Zellkultur Flaschen Greiner-Bio-One GmlfHickenhausen,
(25 cnt, 75 cm?) Deutschland
Gasbrenner GasProfff IUL Instruments GmbH,

Kdnigswinter, Deutschland
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Kuhlzentrifuge

Magnetrthrer

Mikrotiterplattenphotometer

Mikroskop (Zellkultur)

Nitrocellulosemembran

pH Meter

Pipettierhilfe

Prazisionswaage

Safe-Lock Reaktionsgefal3e
(0,5ml, 1,5 ml, 2,0 ml)

Schittler

Sicherheitswerkbank Klasse 2

Sterilfilter, CA-Membran, 0,2uM

Ultraschallbad

Ultraschallstab

Ultrazentrifuge

Vakuumpumpe (Zellkultur)

Centrifuge 5804R, Eppendorf AG, Hamghu
Deutschland

Variomag Elektronikriihrer Monotherms+ HP

Labortechnik GmbH, OberschleiRheim, Deutschland

POLARstar Galaxy, BMGhtachnologies GmbH,
Offenburg, Deutschland
Axiovert 25, Carl Zeiss Jenlena Deutschland

Protr&nSchleicher & Schuell, Microscience
GmbH, Dassel, Deutschland
inoLab pH Level 1, Wissenschatftlich-Teckhis
Werkstatten GmbH, Weilheim, Deutschland
Accuijet, Brand GmbH & Co. KG, Wertheim,
Deutschland

BP 2215, Sartorius AG, Gottingenitdadland

Eppendorf AG, Hamburgtdaéiand

Heidolph, Titramax 1000, Heidolph Elek@mbH
& Co. KG., Kelheim, Deutschland
Hera Safe KS, Kendbmtatory Products GmbH,

Langenselbold, Deutschland

Schleicher & Schublicroscience GmbH, Dassel,
Deutschland

Transsonic T 660/H, EIma GmbH & C&,K
Singen, Deutschland

UW 70, Bandelin electronic GmbH & &,
Berlin, Deutschland

TL 100, Beckman Coulter GmbH, Krefel
Deutschland

Typ 120 00 02 VEB Regleriw®resden, Dresden

Deutschland
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Vortexer MS2 Minishaker, IKA Works Inc.,
Wilmington,USA

Wasserbad GFLTyp 1092, Gesellschaft fir Labortechnik mbH,
Burgwedel, Deutschland

Western-Blot-Apparatur Eigenbau

Zellschaber Greiner-Bio-One GmbH, Frickenhausen,

Deutschland
Zentrifuge Hettich Universal 30 F Typ 1400, Hettich
Zentrifugen, Tuttlingen, Deutschland

4.25 Statistik

Alle Messdaten sind, wenn nicht anders gekennzeichals Mittelwert £ Standard-
abweichung von mindestens n =3 unabhéngigen Hrpaten angegeben. Alle
Experimente wurden an Zellen unterschiedlicher &gss in Mehrfachbestimmungen
durchgefuhrt. Zur Prifung auf signifikante Unteliede von Gruppen wurden eine
Varianzanalyse (Anova) und Bonferroni's multipleeryleichstest angewendet. Eine

Irrtumswahrscheinlichkeit P van< 0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen.

4.2.6 Software

CellQuest" Software Version 3.1 1997 Becton Dickinson & Co.
FLUOstar Galaxy Version 4.02 1999 BMG Labtechnolsegie
GraphPad Prisfh3 1994-2000 GraphPad Software
Microsoft® Office 2000 1983-1999 Microsoft Corperation
WinMDI Version 2.8 1993-1998 Joseph Trotter
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5 Ergebnisse

5.1 Ergebnisse der Western-Blot-Analysen

LLC-MDR1-Zellen werden von zahlreichen Arbeitsgreppeur Untersuchung von P-gp
abhangigen Transportvorgdngen eingesetzt. Da danslektion mit der DNA fir
humanes P-Glykoprotein schon 1995 erfolgte [Schiekal. 1995], wurde der Status der

~170 kDal

~110 kDal :
~80 kDa
~60 kDa
b
LLC-MDR1 LLC-PK1 Marker LLC-MDR1 LLC-PK1 Marker
10 pg 25ug  5ug 10 ug 25ug  5ug

Abbildung 14: Western Blot Nachweis von P-Glykogrot

a: Farbung mit Fast Green

b: Inkubation mit Antikorper C494 und Detektion BEL
Proteinexpression im Laufe der Experimente immesder kontrolliert. Dazu wurde ein
aus den Zellen gewonnenes Proteingemisch mit ld#ie SDS-PAGE getrennt, mittels
Western-Blot auf eine Membran transferiert und spizifischen Antikorpern detektiert.
Dabei konnte im Zeitraum der Experimente immer P4ggchgewiesen werden.
Zusatzlich wurde das Zellkulturmedium mit Vincrstin einer Endkonzentration von
0,64 uM supplementiert um den Selektionsdruck fgpRwufrechtzuerhalten.
Abbildung 14 zeigt exemplarisch einen Western-Blot Nachweis Rigp. Gut zu
erkennen sind mehrere mit Fast Green eingefarlteeiRbanden mit unterschiedlichem
Molekulargewicht. Diese sind sowohl bei LLC-PK1 alsch bei LLC-MDR1 Zellen zu
sehen. Nach der Inkubation mit einem spezifischetikArper und der Detektion ist nur
noch eine Bande bei den transfizierten Zellen beacl70 kDa zu sehen. Das entspricht

dem Molekulargewicht des P-Glykoproteins.
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5.2 Voruntersuchungen

5.2.1 Zellzahl

Da sich die Versuche jeweils Uber 72 Stunden a@idga und der Einfluss der
untersuchten Substanzen auf das Zellwachstum uctdrg/erden sollte, war es wichtig,
die Zahl der ausgesaten Zellen so zu wahlen, dass drst zum Ende eines Experiments
Konfluenz erreichten. Dazu wurden Zellen in unteisdlicher Anzahl in
96-Well-Platten ausgeséat und nach drei Tagen wihde Konfluenz bestimmt. Das
geschah mit Hilfe eines Mikroskops und durch distBemung der Zellzahl. Aus den so
ermittelten Werten konnte der fir die durchzuflldem Experimente ideale Wert mit

8000 - 10000 Zellen pro Well bestimmt werden.

40000
35000 -|—

30000 T

25000 T

20000 T

15000

10000

Zellzahl nach 72 Stunden

5000

O T T T T 1
1000 2000 4000 6000 8000 10000 12000

Zellen pro Well ausgesaét

Abbildung 15: Bestimmung der optimalen Zellzahldigé Zytotoxizitatstests

LLC-MDR1 Zellen wurden in unterschiedlicher Anzaalisgesat und wuchsen 72 Stunden. Danach
erfolgte die Auswertung durch Bestimmung der Zdllzaind am Mikroskop. Die Daten sind

Mittelwerte = SD aus n = 3 Einzelexperimenten
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5.2.2 LoOsungsmittelkonzentration

Um den Einfluss des Losungsmittels auf die Zellengsring wie moéglich zu halten,
wurde die Toxizitat verschiedener DMSO-Konzentraio bestimmt. Eine maximale
Endkonzentration von 0,5 % DMSO wurde aufgrund efidgntersuchungen fiir alle

Experimente gewabhilt.

125

*
_|
_|

_|

100+ —— T

*%*

757 T

50+

Viabilitat in %

**

25 *% *% *%

T ’_—r_‘ T
0
Kontrolle 25 12,5 6,25 3,13 1,56 0,78 0,39 0,2 0,1 0,05
Konzentration DMSO in %

Abbildung 16: Uberlebensfahigkeit von LLC-MDR1 Zelbei unterschiedlichen
DMSO-Konzentrationen, bestimmt mit dem KristalkibITest.

LLC-MDR1 Zellen wurden ausgesat und nach vier Stmnchit verschiedenen Konzentrationen DMSO
inkubiert. Nach 72 Stunden erfolgte die Auswertung.
*) p<0,05; **) p<0,001: Inkubation vs. Kontrell einseitiger ANOVA und Bonferroni's multipler

Vergleichstest. Die gezeigten Daten sind MitteleettSD aus n = 3 Einzelexperimenten
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5.3 Ergebnisse der Zytotoxizitatstests

5.3.1 Vergleich von Kristallviolett-Test und MTT-Tes t

Im Vorfeld dieser Arbeit wurden in der Arbeitsgrigppon Prof. Langnerbereits eine
Anzahl der hier untersuchten Verbindungen geteBtatu gehorten unter anderem die
von Ungvari synthetisierten und beschriebenen 1,3-Dioxolang@ Li83-Dioxane sowie
Hydantoin-, Dibenzazepin- und Carbazol-Derivate qiari 2005]. Die Testung erfolgte
mit dem MTT-Test an CaCo2-Zellen. Die Ergebnisse &n Tabelle 5dargestellt.

Tabelle 5: Ubersicht iber getestete Verbindungehderen ermittelte Wirkwerte
(MTT-Test) nach Ungvari [Ungvari 2005]

Verbindung n  R! R? IC50,0p PIC5Q,0p  IC50.oy pIC50,,, MQ

[UM £ SD] [UM £ SD]
$e
@LN
i

Rl
51 3 MP - 5,97+3,25 5,22 21,74+3,51 4,66 3,64
53 3 DPh5P - 10,07 +£3,66 5,00 26,06 + 3,61 4,58 2,59
54 3 DPh5P CH=CH 11,94+3,06 4,92 21,31+3,51 4,67 1,78

MP = 4-Methylpiperazin; DPh5P = 4-(Diphenylpentpiperazin

Verbindung R! IC50,,p PIC50,0p  1C50,,4 pIC50,,, MQ
[UM £ SD] [UM + SD]
o o
R
55 MP 18,79+4,74 4,73 42,84+3,64 4,37 2,28
56 PIP 35,79+3,92 4,45 81,69+4,99 4,09 2,28
57 DPh5P 573+3,57 5,24 17,32+3,21 4,76 3,02

MP = 4-Methylpiperazin; PIP = Piperidin; DPh5P £Biphenylpentyl)-piperazin
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Verbindung n R! R> R3 IC50,,, PpIC5Q,,, IC50..,  PIC50,,, MQ
[UM £ SD] [UM + SD]
FOMRl
N -
58cis 2 MP H H 14,38+3,90 4,84 86,23+513 4,06 6,00
58 trans 2 MP H H 13,51+3,64 4,87 7856+480 4,10 581
58RR 2 MP H H 9,39+3,14 503 83,45+480 4,08 8,89
58SS 2 MP H H 7,03+3,42 515 80,79+523 4,09 11,49
60cis 2 DPh5P H H 9,21+3,14 504 66,51+364 4,18 7,22
60trans 2 DPh5P H H 12,52+351 490 6532+3,80 4,18 5,22
60RR 2 DPh5P H H 18,51+3,62 4,73  66,12+356 4,18 3,57
60SS 2 DPh5P H H 17,06+3,72 4,77 6584+384 4,18 3,86
61 2 PIP H H 13,76+4,78 4,86  66,39+457 4,18 4,82
62 2 HEP H H 207,81%6,12 3,68 289,31+7,12 354 1,39
63 2 DPh1P H H 64,32+5,12 4,19  73,67+4,63 4,13 1,15
64 2 DPh2P H H 9,12+5,02 504  18,32+394 4,74 2,01
65 2 DPh3P H H 69,62+4,99 4,16  79,38+421 4,10 1,14
66 2 DPh4P H H 34,27+4,17 4,47  43,73+3,41 436 1,28
68 2 DFPh1P H H 50,64+4,66 4,30 98,56+521 4,01 1,95
69 1 MP H H 8,66+3,23 506  33,22+350 4,48 3,84
70 3 MP H H 25,41+5,82 459 5521+519 426 2,17
71 1 DPh5P H H 19,91+4,29 4,70 5855+3,98 423 2,94
72 3 DPh5P H H 27,36+3,99 456 64,23+397 4,19 2,35

MP = 4-Methylpiperazin; PIP = Piperidin; HEP = 4H¥droxyethyl)-piperazin; DPh1P =
4-(Diphenylmethyl)-piperazin; DPh2P = 4-(Diphenyig)-piperazin; DPh3P = 4-(Diphenylpropyl)-
piperazin; DPh4P = 4-(Diphenylbutyl)-piperazin; [@Ph= 4-(Diphenylpentyl)-piperazin; DFPh1P =
4-(Bis-(4-fluorphenyl)-methyl)-piperazin
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Verbindung n R R? R® R* 1C50,5p  PIC5Q,op G50,  PICSC,, MQ
[UM + SD] [UM £ SD]
77 3 DPh5P H H H 14,26+£3,54 4,85 20,24+£3,26 4,69 1,42
DPh5P = 4-(Diphenylpentyl)-piperazin
Verbindung n R 1C30y00 PICSQ0p  1CS0 PICS00x  MQ
[UM £ SD] [UM £ SD]
|
[| In
Rl
78 3 MP 20,04+3,54 4,70 118,72+ 7,23 3,93 5,92
79 3 DPh5P 3,42+2,98 5,47 15,09 + 3,19 4,82 441
MP = 4-Methylpiperazin; DPh5P = 4-(Diphenylpeplperazin
Verbindung 1C500p pIC5Q,,,  IC50,,y PIC500x  MQ
[UM £ SD] [UM £ SD]
s SN
8P
- T = CF,
L n
~ "CHs
TFP 16,05+ 3,52 4,79 43,28 + 3,31 436 2,70

TFP = Trifluperazin
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Da die Erfahrungen mit dem MTT-Test in der Arbeitggpe Uberwiegend positiv waren,
sollten sich damit weitere Untersuchungen der Vfehllngen an LLC-MDR1-Zellen
anschlieBen. Das galt auch fiir die PhenothiazinvBter. Allerdings kam es im Verlauf
erster Experimente zu teilweise abweichenden Eigebn, fur die zunachst keine
plausible Erklarung gefunden werden konnte. Wurzlam Beispiel LLC-MDR1-Zellen
mit Zytostatika wie Vinblastin, Vincristin oder Dowrubicin inkubiert, entsprach die am
Plattenphotometer gemessene Absorption nicht deterumem Mikroskop zu
beobachtenden, tatsachlichen Dichte des ZellrasghsAbbildungl7). Die Ergebnisse
des MTT-Tests lieBen den Schluss auf eine hoheabilifat und damit eine grof3ere
Anzahl Zellen als tatsachlich im Untersuchungsgef@B®anden waren zu. Die verstarkte
Reduktion des Formazanfarbstoffs unter wachstumstesrden Bedingungen wurde
bereits von anderen Arbeitsgruppen beobachtet [Bednet al. 2003]; [Pagliacci et al.
1993] Aufgrund dieses Phanomens wurden weitere Zytot@tstests als maogliche
Alternative zum MTT-Test durchgefihrt und vergliohéer Kristallviolett-Test zeigte

dabei eine gute Ubereinstimmung zwischen tatsdwhicZellzahl und gemessener

Absorption.
100
**
| -
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O\O
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= |
o]
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>
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50 50 25 25 12,5 12,5

Konzentration Vincristinsulfat in uM

Abbildung 17: Uberlebensfahigkeit von LLC-MDR1-&rlhach Inkubation mit
unterschiedlichen Konzentrationen Vincristinsulfat.
Kristallviolett- Test (dunkelblau), MTT-Test (he#hl)

LLC-MDR1 Zellen wurden ausgesét und nach vier Sémnahit Vincristinsulfat inkubiert.
Nach insgesamt 72 Stunden erfolgte die Auswertung.
**) p < 0,001: gleiche Konz. Vincristinsulfat, Kridtaiolett vs. MTT; einseitiger ANOVA und Bonferroni's

multipler Vergleichstest. Die gezeigten Werte sindtdiverte + SD aus n = 3 Einexiperimenten.
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Die Arbeit mit dem Kristallviolett-Test erwies sichuch im Folgenden fur die
Aufgabenstellung dieser Arbeit als reproduzierhamekomplizierter und unabhangiger
von aulReren Einflissen, wie Umgebungstemperatur Ddeer der Inkubation mit der
Reagenzldsung.

Deshalb wurde, obwohl es sich beim MTT-Test um reimablierten und in der
Laborpraxis bewahrten Zellkulturtest handelt, denstdllviolett-Test in diesem Fall der
Vorzug gegeben. Dieser ist fur die Fragestellunghnaer Quantifizierung des
Zellwachstums als einfach, schnell und preiswertclhlzufihrender Test ausreichend,
gerade wenn eine groRere Anzahl von Experimenteshdufihren ist.

Der Grund fur die teilweise abweichenden Ergebnise MTT-Tests konnte in einer
erhohten mitochondrialen Aktivitdt der mit Zytoskat behandelten Zellen gesehen
werden. Diese konnten in der selben Zeit mehr Fpamaumsetzen als unbehandelte
Zellen. Eine weitere Erklarung wéare nachllonen et aldie Mdglichkeit, dass MTT als
Substrat fur P-gp mit anderen Substraten, wie denwendeten Zytostatika, in
Konkurrenz um den Transporter tritt [Vellonen et 2004]. In Folge des verminderten
Effluxes, wirden die mit Zytostatikum inkubierteellén in der selben Zeit mehr MTT

umsetzen als die gleiche Anzahl unbehandelter iKtngtlen.



Ergebnisse 55

5.3.2 Vergleich der Vitalfarbungstests

Neben dem Kristallviolett-Test wurden flr einigebStanzen auch weitere Tests wie der

Neutralrot-Test und der Sulforhodamin B-Test duefligrt. Zwischen den ermittelten
IC50 Werten liel3en sich keine signifikanten Untbisde erkennen. Exemplarisch sind
in Abbildung 18die Ergebnisse fur Verapamil dargestellt. Aus dsleganisatorischen
Grunden wurden im Folgenden alle anderen Experienamt dem Kristallviolett-Test

ausgewertet.
1004 2.0q
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=~ | = 1.57
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S ©
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- 0.0
Kristalliviolett  Neutralrot Sulforhodamin B Kristaliviolett  Neutralrot Sulforhodamin B

Abbildung 18: Ermittlung von IC58x und IC5Q0p von Verapamil mit dem
Kristallviolett-, Neutralrot- bzw. dem Sulforhodani- Test.

LLC-MDR1 Zellen wurden ausgesat und nach vier Sémnd mit Verapamil bzw.
Verapamil/Vincristinsulfat inkubiert. Nach insgedan? Stunden erfolgte die Auswertung.
Kristallviolett vs. Neutralrot vs. Sulforhodamin Bginseitiger ANOVA und Bonferroni's multipler

Vergleichstest.

Die gezeigten Werte sind Mittelwerte £ SD aus nEirelexperimenten. Es konnten keine signifikanten

Unterschiede beobachtet werderx(p,05).



Ergebnisse 56

5.3.3 Darstellung der Ergebnisse

Fur die Auswertung der Messergebnisse aus denddyrititstests wurden die benétigen
Werte mit Hilfe vonGraphPadPrism 3ermittelt. Dabei konnte mit dem IC&Q-Wert
zunachst eine Aussage Uber die Toxizitat sowohjedegils untersuchten Verbindung als
auch der Zytostatika gemacht werden. Ebenfalls aui€50-Werte der Verbindungen
in Gegenwart einer fixen Zytostatikakonzentratit©50vop), sowie IC50-Werte fur das
Zytostatikum Vincristin in Gegenwart einer fixen i&entration des jeweils untersuchten
Modulators (IC5Qcr:) bestimmt. Mit diesen Werten erfolgte die Bestinmgudes
modulatorischen Quotienten und der Fold Reversale Blbersicht iber die getesteten
Verbindungen und die dazugehorigen MesswerteTgbelle 6

Die Messungen am FACS wurden mit WinMDI Version 2a8sgewertet. Die
FAR-Werte sind infabelle 7aufgefihrt.

Tabelle 6: Ubersicht tiber die ermittelten Wirkwealter getesteten Verbindungen und
Referenzsubstanzen (Kristallviolett)

Verbindung n R R%2 RS R* R® IC50,o, pIC5Q,q, IC504, PICSO0x MQ
[uM = SD] [UM £ SD]
RS S R
sz\ﬁ In
Rl
1 2 MP H H H H 2,26+0,42 565 16,55+253 4,78 7,33
2 2 MP H Me H H 1,73+0,19 576 1487+0,26 4,83 8,60
3 2 MP H Ac H H 1,50+0,06 582 2541+594 4,60 16,97
4 2 MP H Prop(ac) H H 0,49+£0,08 6,31 13,18+2,06 4,88 26,89
5 2 MP H Bu(ac) H H 0,72£0,02 6,14 15,77+£1,30 4,80 21,88
6 2 MP H Bzl H H 0,22£0,04 6,66 6,31+0,39 5,20 28,79
7 2 MP H [a]Bn H H 0,40+£0,14 6,40 7,91+1,08 5,10 19,93
8 2 MP H H [c]IBh H 0,41+0,13 6,39 8,33+£1,85 5,08 20,31
9 2 MP H H OMe H 0,91+£0,22 6,04 14,25+0,62 4,85 15,71
10 2 MP H H OEt H 0,46+0,18 6,34 7,64+0,39 5,12 16,53
11 2 MP H H tBu tBu 1,24+0,39 5,91 6,13£1,05 5,21 4,95
12 3 MP H H H H 6,25£1,10 520 15,21+3,26 4,82 2,43
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MP = 4-Methylpiperazin; O2MP = 2-(4-Methylpiperajgi@ethoxyl

Verbindung n R R2 R® R* RS IC50,,, PIC5Q,q 1C50,y  PICSO0x MQ
[UM £ SD] [UM + SD]
R® S R*
RZJ\ﬁ In
Rl
13 3 MP H Ac H H 1,88+0,26 573 22,47+558 4,65 11,92
14 3 MP H Prop(ac) H H 0,76+0,11 6,12 11,53+3,40 4,94 15,16
15 3 MP H Bu(ac) H H 0,36+0,01 6,44 7,32+0,18 5,14 20,19
16 3 MP H Bzl H H 0,20+0,01 6,70 7,66+0,58 5,12 38,37
17 3 MP H SMe H H 3,07£0,35 551 15,73+0,75 4,80 5,12
18 3 MP H [a]Bn H H 1,17+0,17 5,93 10,32+2,33 4,99 8,85
19 3 MP H H [c]IBh H 1,89+0,39 572 10,24+2,05 4,99 5,40
20 3 MP H H Me H 9,82+1,42 5,01 47,43+3,05 4,32 4,83
21 3 MP H H Ph H 3,06+£0,36 551 13,32+1,21 4,88 4,35
22 3 MP H H OBu H 4,61+0,10 534 21,97+0,61 4,66 4,77
23 3 MP H H Bu H 5,17+0,97 529 14,66+0,66 4,83 2,84
24 3 MP H H iBu H 5,99+0,55 5,22 21,78+298 4,66 3,63
25 3 MP H H tBu H 5,42+1,55 5,27 21,44+3,16 4,67 3,96
26 3 MP H H tBu tBu 1,97+0,40 571 5,42+0,58 5,27 2,75
27 7 MP H H H H 4,87+1,27 531 12,00+3,81 4,92 2,46
28 7 MP H Prop(ac) H H 0,62+0,14 6,21 8,01+0,74 5,10 12,86
29 7 MP H Bu(ac) H H 2,29+0,46 564 27,74+155 4,56 12,10
30 7 MP H Bzl H H 1,22+0,13 5,91 8,43+0,62 5,07 6,92
31 1 O2MP H H H H 3,15+0,67 550 17,72+0,71 4,75 5,62
32 2 MP H H H H 2,26+0,42 565 16,55+253 4,78 7,33
33 2 MP =0 H H H 7,64+0,67 5,12 119,67+8,21 3,92 15,67
34 4 MP H H H H 1,27+0,25 5,90 7,83£0,49 5,11 6,18
35 5 MP H H H H 4,32+1,06 5,37 17,58+1,88 4,76 4,07
36 6 MP H H H H 1,96+0,47 5,71 8,91+1,24 5,05 4,54
37 9 MP H H H H 1,09+0,19 5,96 4,44+1,03 5,35 4,09
38 11 MP H H H H 2,52+0,21 5,60 757+091 5,12 3,01
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Verbindung n R R? 1C30yop  PICSQ0p 1C50; oy PICS00x  MQ
[UM £ SD] [UM + SD]
[R?]
L
Kﬁ ]n
Rl
39 2 DPh2P S 1,75£0,18 5,76 29,66+ 1,98 4,53 16,98
40 2 DPh3P S 0,91+0,07 6,04 22,70£0,61 4,64 24,84
41 3 DPh1P S 1,99+£0,14 5,70 24,09+£2,04 4,62 12,14
42 3 DPh2P S 1,68+0,17 5,78 24,04+ 1,68 4,62 14,28
43 3 DPh3P S 1,72+0,20 5,76 22,82+2,44 4,64 13,26
44 3 DPh4P S 0,58+0,07 6,24 9,17+ 1,06 5,04 15,79
45 3 DPh5P S 0,70+0,08 6,16 10,55+ 0,88 4,98 15,16
46 3 DFPh1P S 4,77+0,31 5,32 57,07+£2,91 4,24 11,96
47 3 CIPhPh1P S 5,25+0,65 5,28 43,33+ 1,44 4,36 8,26
48 3 DPhOH1PIip S 28,22+3,71 4,55 62,41+2,95 421 2,21
49 3 DPh1A S 35,27+5,37 4,45 308+ 18,21 3,51 8,73
50 3 DPh2A S 2,62+0,26 5,58 19,28+ 2,72 472 7,36
51 3 MP - 4,53+0,44 5,34 14,81+0,44 4,83 3,27
52 3 MP CH=CH 1,12+0,23 5,95 15,65+1,29 4,81 13,95
53 3 DPh5P - 0,63+0,06 6,20 13,64 £0,47 4,87 21,70
54 3 DPh5P CH=CH 5,96+1,08 5,23 53,83 +8,49 4,27 9,03

MP = 4-Methylpiperazin; DPh1P = 4-(Diphenylmethpiperazin; DPh2P = 4-(Diphenylethyl)-piperazin;
DPh3P = 4-(Diphenylpropyl)-piperazin; DPh4P = 4gBenylbutyl)-piperazin; DPh5P =
4-(Diphenylpentyl)-piperazin; DFPh1P = 4-(Bis-(4dkphenyl)-methyl)-piperazin; CIPhPh1P = 4-(4-

chlorphenyl-phenylmethyl)-piperazin; DPhOH1Pip=Righenylhydroxymethyl)-piperidin;
DPh1A = Diphenylmethylamin; DPh2A = Diphenylethylam

Verbindung R IC50y0p  PIC5Q,0p €500 PICSOx  MQ
[UM + SDJ [UM + SD]
@] (0]
LWRl
55 MP 9,65 +0,10 502 28,48+276 455 295
56 PIP 6,43 +£1,31 5,19 32,76 £2,72 4,49 5,10
57 DPh5P 1,72 £0,02 5,76 8,58+0,34 5,07 5,00

MP = 4-Methylpiperazin; PIP = Piperidin; DPh5P £Bliphenylpentyl)-piperazin
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Verbindung  n R R2 R3 IC50,o, PIC5Q,q, IC500  PICS0G0x MQ
[UM = SD] [UM £ SD]
R® . R?
T
ST
P A =
58 cis 2 MP H H 570£0,65 5,24 14,18+2,46 4,85 2,49
58 trans 2 MP H H 455+£0,05 534 967+140 502 2,13
58 RR 2 MP H H 495+0,16 531 15,33x0,37 4,81 3,09
58 SS 2 MP H H 433+x121 536 16,60+4,85 4,78 3,83
59 2 MP CI H 1,35+0,06 587 4,13+0,02 538 3,07
60 cis 2 DPh5P H H 2,04%0,22 569 10,70x1,04 4,97 5,24
60 trans 2 DPh5P H H 253+£0,57 560 1196+0,22 492 4,72
60 RR 2 DPh5P H H 2,29+060 564 1752+4,56 4,76 7,67
60 SS 2 DPh5P H H 204+£024 569 14,79+1,33 4,83 7,26
61 2 PIP H H 4,16x£0,57 538 19,29+1,73 4,72 4,64
62 2 HEP H H 1430+382 485 2890+350 4,54 2,02
63 2 DPhilP H H 58,70+819 4,23 91,13+19,48 4,04 155
64 2 DPh2P H H 3,40%+050 547 3,62+0,43 544 1,07
65 2 DPh3P H H 2,05+0,74 569 10,01+199 5,00 4,88
66 2 DPh4P H H 4,44+0,11 535 13,10+0,63 4,88 2,95
67 2 DPh5P H H 455+0,73 534 17,17+3,09 4,77 3,78
68 2 DFPh1IP H H 2,52+0,22 560 9,26+£0,05 503 3,68
69 1 MP H H 962+190 502 17,84+1,19 4,75 1,85
70 3 MP H H 431£0,25 537 9,12+0,61 504 2,12
71 1 DPh5P H H 3,68%0,73 543 18,80x0,76 4,73 5,11
72 3 DPh5P H H 17,605,772 4,75 48,37+9,91 432 2,75
73 2 PP H H 1542+431 481
74 2 MPhP H H 48,75+6,37 4,31
75 2 CNPh H H n.b.
76 2 BzIP H H 46,29x598 4,33

MP = 4-Methylpiperazin; PIP = Piperidin; HEP = 4{®droxyethyl)-piperazin; DPh1P =
4-(Diphenylmethyl)-piperazin; DPh2P = 4-(Diphenyig)-piperazin; DPh3P = 4-(Diphenylpropyl)-
piperazin; DPh4P = 4-(Diphenylbutyl)-piperazin; [@Ph= 4-(Diphenylpentyl)-piperazin; DFPh1P =
4-(Bis-(4-fluorphenyl)-methyl)-piperazin; PP = 4-Brimidyl)-piperazin; MPhP = 4-(2-Methylphenyl)-
piperazin; CNPh = 4-(2-Cyanophenyl)-piperazin; BzlB-Benzoylpiperazin; n.b. =nicht bestimmbar
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Verbindung n R RZ R3 R* IC50,0, PIC5Q,0p IC500,  PICS00x MQ

[UM £ SD] [UM + SD]
77 3 DPh5P H H H 2,85+0,35 555 8,38+0,28 5,08 2,95
DPh5P = 4-(Diphenylpentyl)-piperazin
Verbindung n R 1C5000 PICSQ0p  1CS0x  PICS0x  MQ
[UM + SD] [UM + SD]
Q NH
o] N)*o
o
Rl
78 3 MP 45,48 + 2,80 434 13093+229 3,88 2,88
79 3 DPh5P 1,99 + 0,16 5,70 6,61+051 5,18 3,32

MP = 4-Methylpiperazin; DPh5P = 4-(Diphenylpeitglperazin
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Verbindung IC50yop  PICSQ0p  1CS0;x PICS00x  MQ
[UM £ SD] [UM + SD]
FPX 0,45+ 0,12 6,35 9,67 £ 0,56 5,02 21,71
FPH 1,22+ 0,13 5,91 10,58 £1,11 4,98 8,68
NCD 0,68+ 0,06 6,17 20,96 + 0,42 4,68 30,83
PF 1,30+ 0,27 5,89 25,10+2,4 4,60 19,28

RES 0,35+ 0,03 6,46 8,186 + 1,28 5,09 23,56
TFP 1,20+ 0,48 5,92 9,41 +£1,23 5,03 7,84
VER 1,30+ 0,24 5,89 65,03 £10,33 4,19 50,00
VCR 2,49 +£0,64 5,60 ---

TFP = Trifluperazin; FPX =is-Flupentixol; FPH = Fluphenazin; NCD = NicardipMER = Verapamil;
PF = Propafenon; RES = Reserpin; VCR = Vincristin

Verbindung!C50,cr,  Fold  Verbindung!C5Q,cr.  Fold  Verbindung!C5Q,cr,  Fold
[uM +SD] Reversal [uM + SD] Reversal [uM + SD] Reversal
*InM + SD] “[nM + SD]

18  0,34+0,06 7,31 37  259+009 096 60cis 1,58+0,04 1,58
19 0,74+0,11 3,37 41  *260+17 9,51 73 *42+4 58,84
21 055+0,01 456 42 *35+ 3 71,02 74 *49+5 50,19
22 0,77+0,04 324 43 *33+2 74,60 77 1,83+0,11 1,36
23 0,62+0,05 4,00 44  *61+5 40,62 79 1,140,992 218
24 098+0,11 254 45  *58+3 4259 FPX  *72+#8 34,23
26  162+003 154 46 *273+14 912 FPH *366+18 6,79
31 068+0,09 366 50 *430+135 574 NCD *24+1 104,05
32 085+0,18 2,94 54 *131+20 1899 PF  *236+17 10,52
34  1,23+0,30 203 55 0,31+0,02 812 RES *20+1 122724
35 101+0,12 2,46 58cis 1,99+0,20 1,25 TFP *685+64 3,63
36 103+0,12 2,42 59  1,01+0,28 2,46
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Tabelle 7: Ubersicht tiber die FAR-Werte der am Diiusszytometer vermessenen

Substanzen

Verbindung FAR £SD Verbindung EAR Verbindung FAR
7 37,04 £12,28 2 4,13 31 0,97
8 34,56 +17,95 3 8,91 32 1,33
18 14,58 £9,01 4 21,51 33 0,91
19 9,26 +6,23 5 19,36 34 6,66
27 24,42 +8,40 6 29,83 39 4,57
36 15,52 £8,59 9 4,89 40 7,22
37 29,91 £19,00 10 13,61 41 2,02
53 26,71 +£10,10 11 3,40 42 8,86
59 29,26 +6,18 13 3,08 43 14,02
60 cis 10,5+5,51 14 19,78 44 23,39
60 trans 2,98 +0,84 15 9,85 45 9,94
60 RR 3,96 +0,99 16 88,19 46 0,93
60 SS 4,11+1,01 20 0,91 50 9,23
77 22,27 +11,43 21 2,69 51 1,69
79 55,98 +13,81 25 1,02 52 4,21
VER 33,91 +16,55 26 13,84 CSP 105,53

TFP 15,46 £ 8,46 28 5,86

FPX 23,22 +2,86 29 1,25

NCD 24,8 +13,96 30 13,54

VER = Verapamil; TFP = Trifluperazin, FPXcis-Flupentixol; NCD = Nicardipin; CSP = Cyclosporin
Substanzen, fur deren FAR-Werte eine Standardabweic angegeben ist, wurden
dreimal an verschiedenen Tagen vermessen. Die ébr&ubstanzen wurden lediglich

einmal im Rahmen eines Screenings vermessen.

Bedeutung der Abkirzungen der Tabellen:
IC50,,,p: Konzentration an Modulator, bei der in Gegenwartee bestimmten Zytostatikakonzentration
50 % aller behandelten Zellen nicht tberlebten.

IC50;,: Konzentration an Modulator bei der 50 % aller gl nicht tiberlebten

IC50Q,,,-Konzentration an Vincristin, bei der in Gegenwaiher bestimmten Modulatorkonzentration
(IC10) 50 % aller Zellen nicht Giberlebten

IC10: Konzentration des Modulators, bei der 10 % delien nicht tGberlebten

MQ: modulatorischer Quotient

FR: Fold Reversal

FAR: Fluorescence Activity Ratio

SD: Standardabweichung
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5.3.4 Struktur-Wirkungs-Beziehungen

Anhand der Ergebnisse der Zellversuche konnen dsyshtematische Variation und
Kombination von Molekildoménen (lipophiles Grundgsr Linker, basicher Rest)
neben allgemeinen Struktur-Wirkungs-Beziehungerh agezielt Rickschlisse auf die
Wirksamkeit einzelner Teilbereiche der Verbindungeyjezogen werden. Zur
Veranschaulichung werden in den folgenden Diagrammiie ermittelten Wirkwerte

ausgewahlter Endverbindungen mit jeweils zwei igehen und einer variablen
Molekildoméne dargestellt. Es werden die jeweilsrkgamsten Verbindungen
betrachtet. Die Zahl auf der Abszisse kennzeickiejeweilige Substanz, die Ordinate

gibt den ermittelten modulatorischen Quotienten an.

5.3.4.1 Lipophiles Grundgerust

Phenothiazine

Die Abbildung 19 zeigt die modulatorischen Quotienten von Verbirghm mit
Phenothiazingrundkdrpern. Dabei wurde ausgehend Mdtuperazin bei konstanter
Linkerlange (G) und einheitlichem 4-Methylpiperazin-Rest am Linkeuerst die
Substitution am Phenothiazingrundgerust variiegt.zEigte sich, dass in 2-Stellung die
Acylreste Benzoyl®), Propionyl @), Butyryl (5) und Acetyl 8) am besten wirksam sind.
Ebenfalls gut wirksam erwiesen sich neben Verbigéan mit ankondensiertem
Benzolring in [a] 8) und in [c] Stellung ) auch Ethoxy- 10) bzw. Methoxygruppen9j

in 3-Stellung. Weniger gut wirksam war Verbinduridl die mit volumindsen
Tertiarbutyl-Resten in 3 und 7 Position substituiarurde. Da neben der MDR-
modulatorischen Komponente der Phenothiazine dezmentliche neuroleptische
Hauptwirkung durch Blockade von Dopaminrezeptored weitere pharmakologische
Wirkungen unter Blockade von Muscarin- oder Histaezeptoren den Einsatz als
MDR-Modulatoren limitiert, wurde versucht, Uber Miimlerung der Lange des Linkers
die neuroleptische Wirksamkeit abzuschwachen. Bste &chritt war eine Verlangerung
des Linkers auf vier Kohlenstoffatom&2:26, zumal aus der vorangegangenen Arbeit
von Ungvari bekannt war, dass ein vierzéhliger Linker eine deneizahligen
vergleichbare Wirksamkeit besitzt [Ungvari 2005Juch bei diesen Verbindungen ist

eine gute Wirksamkeit der in 2-Stellung acylierfubstanzen zu beobachten. Substanz
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16 (Benzoyl-Rest)weist den hoéchsten modulatorischen Quotient a@mthetisierten
Verbindungen auf. Allerdings andert sich im Vergteizu den Verbindungen mit
dreizahligem Linker die Reihenfolge der Wirkstafie die Gbrigen Reste (Butyryllb)
> Propionyl @(4) > Acetyl (13). Auch die Verbindungenl8 und 19, mit den
ankondensierten Ringen folgen in ihrer Wirkstark&nzumerken ist, dass die
modulatorischen Quotienten fur die Verbindungen @iHLinker mit einer Ausnahme
niedriger sind als bei den entsprechenden Verbigelurmit G-Linker. Die Alkylierung

in 3-Stellung bringt nur eine geringe Wirkverstamgum Vergleich zu Trifluperazin.

Vergleich der Phenothiazin-Grundkorper + C3-LinkeviP

26,89

30 28,79

25+
21,88

20 19,03 20,31
16,97

15,71 16,53

15+

10+

modulatorischer Quotient

11 1 TFP 2 9 10 3 7 8 5 4 6

Vergleich der Phenothiazin-Grundkorper + C4-LinkeviP 38,37

modulatorischer Quotient
N
e

21 22 20 17 19 18 13 14 15 16

Abbildung 19: Einfluss des Phenothiazingrundk&spaauf die Wirksamkeit der
4-Methylpiperazin-Derivate (Formeln s. Seiten 5@ &)
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Ubrige Grundkorper

Bereits vor der Synthese der Phenothiazinverbindnngurde eine Reihe weiterer
Substanzen synthetisiert und untersucht [UngvadsR0Der Wirkungsvergleich dieser
Ubrigen lipophilen Grundstrukturen erfolgt durchbStanzen mit jeweils einheitlicher
Linkerlange und 4-Methylpiperazin-Rest, da diederlmsischer Standardrest bei allen
verwendeten Grundstrukturen substituiert wurde.

Wie in Abbildung 20zu erkennen, ist die Wirkstarke der tbrigen Suizsta allgemein
geringer als bei den Phenothiazin-Derivaten. Distédo&Virksamkeit zeigt Substaf2
mit einer trizyklischen Iminostilben-GrundstrukturEine Korrelation zwischen
modulatorischem Effekt und der Struktur zeigen 4j6-Diphenyl-1,3-dioxolane, bei
denen es sich um bis dahin als MDR-Modulatoren kiavate Verbindungen handelt
[Ungvari 2005]. Die zwischen den einzelnen Struktmeren feststellbaren
Unterschiede lassen eine bessere Wirksamkeit discbaktiven Formen gegentber den
mesoFormen erkennerb4/SS> 54/RR > 54/cis> 54/trans).

15+ Vergleich tGibrige Grundkorper + O-C3 oder C4 + MP

_S | 13,95
= n
>
3 n
o 10+
<
5 n
0
= n
C_"d‘ L
_§ 57 3,83

n 3,27 :
e a3 2.49 2,88 2,95 3,07 3,09

O I I T T T T
58 trans 58 cis 78 55 50 58RR 51 58SS 52

Abbildung 20: Einfluss der tbrigen Grundstruktuiasf die Wirksamkeit der
4-Methylpiperazin-Derivate (Formeln s. Seite 58 &8d)
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Dieses Ergebnis bleibt auch bestehen wenn, wiAbbildung 21 dargestellt, der
4-Methylpiperazin-Rest gegen 4-(Diphenylpentyl)ggwin ausgetauscht  wird.
Lediglich das SS-lsome60 SStauscht mit dem RR-lsome80 RR bei ahnlicher
Wirkstarke die Position. Obwohl die Iminostilbenfdamdung 54 nach wie vor gute
Wirksamkeit besitzt, zeigt nun das Carbazol-Derig8) den grof3ten modulatorischen
Effekt. Auch die Reihenfolge von 2,2-Diphenyl-1@xblan 67) und Hydantoin-
Grundkoérper T9) bleibt erhalten. Auf die Tatsache, dass der nmatdukche Quotient
grof3er ist als bei den Verbindungen mit 4-Methydpgzin-Rest, wird an spaterer Stelle

eingegangen.

Vergleich Gbrige Grundkérper + O-C3 oder C4 + DPP
€ 257
2 : 21,7
S 20+
o4 i
2 15+
S -
2 L
S 10—+ 9,03
© r 726  1.67
=) r 4,72 5 5,24
'(é S 2,95 3,32
O - ’—‘ I ’—‘ I I I I I I
77 79 60 57 60cis 60SS 60RR 54 53
trans

Abbildung 21: Einfluss der Ubrigen Grundstruktueeuf die Wirksamkeit
der 4-(Diphenylpentyl)-piperazin- Derivate (FormeinSeiten 58,
59 und 60)
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5.3.4.2 Linker

Phenothiazine

Abbildung 22zeigt den Einfluss von unterschiedlichen Ketteg&indes Linkers auf die
Wirksamkeit der Phenothiazine bei gleichem Grund&bund 4-Methylpiperazin-Rest.
Hier zeigt der Linker mit Carbonylfunktion m-Stellung(33) eine hdhere Wirkstarke als
die Alkyl-Linker. Bei diesen ist zu beobachten, sldgerbindungen deren Linker aus
einer ungeraden Anzahl Atome besteht, wirksamat ala solche bei denen der Linker
aus einer geraden Anzahl besteht. Innerhalb degpgermit ungerader Anzahl nimmt die
Wirkstarke mit steigender Kettenlange 88 ¢ 34> 31> 36). Bei den Verbindungen mit
gerader Anzahl Kohlenstoffatome ist dieser Tremthtnzu beobachten.

Das unsubstituierte PhenothiaZi mit vierzahligem Linker erweist sich im Vergleich

zu den Ubrigen Struktureais relativ schwach.

20, Vergleich der Kettenlange mit MP-Rest
. L
o 15,67
S 15+ ]
(@4 L
E [
2 L
g 10+
s 7,33
g 562 018
S 59 4,07 4,09 454

O m T H T T T T T T T T

12 27 38 3 37 36 31 34 32 33

Abbildung 22: Einfluss des Linkers auf die Wirksain#ler Phenothiazine
mit 4-Methylpiperazin-Rest (Formeln s. Seiten 56 bHn)

In Abbildung 23ist der Einfluss der Kettenlange auf die Wirksarnken verschiedenen
Phenothiazin-Derivaten dargestellt. Es handelt sich die jeweils wirksamsten
Verbindungen, die alle in 2-Stellung acyliert sifdiederum ist mit der Ausnahme des

Benzoyl-Substituenten der dreizahlige Linker deervbzw. achtzdhligen tberlegen.
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= 2-Propionyl = 2-Butyryl = 2-Benzoyl
2 30 2 30, L 40+ 38,37
S 25 | S st S 35
o 2575 o 2575 0019 2188 (o4 305 28,79
5 20 5 20 ' & o5 -
S 15" 15,16 S 5 S i
@ 197 1286 2 157 151 @ 20+
S 10~ S 10+ S 15
g1 g 107 B 10 692
.g 57: -8 57: _8 57; :
o} - S B o g m
c 0 \ \ g 0 \ \ g 0 \ \
28 14 4 29 15 5 30 6 16

Abbildung 23: Einfluss der Linkerlange bei versdaieen Phenothiazingrundkorpern
mit MP-Rest (Formeln s. Seiten 56 und 57)

Ubrige Grundkorper

Da es sich bei den im Vorfeld der Synthese und uhgstder Phenothiazin-Derivate
untersuchten 4,5-Diphenyl-1,3-dioxolanen um negartstrukturen handelt, existierten
zunachst keine Erkenntnisse tber die optimale Léegel.inkers. Dieser besteht aus den
C-Atomen der Alkylkette und dem Ethersauerstoff des der Synthese eingesetzten
4-Hydroxybenzaldehyds.

b= —
g MP-Rest g 1077 DPP-Rest
o 10 5
> | S L
o O 75+
o 7,5+ 5 !
= L = i 5,24
'é 5 | g 5 5,11 ,
ks I 2,49 2 275
S5 25+ 185 2,12 : 5 2,5+
© | 3 |
Q o
= 0 I E O I
69 70 58 cis 72 71 60 cis

Abbildung 24: Einfluss der Linkerlange auf die VEaiknkeit der 4,5-Diphenyl-
1,3-dioxolane mit 4-Methylpiperazin- bzw. 4- (Dipikentyl)-
piperazinrest (Formeln s. Seite 59)

Abbildung 24 zeigt den Einfluss der Linker-LAnge auf die Wirk&am der

4,5-Diphenyl-1,3-dioxolane. Dargestellt ist der miadorische Quotient der

Verbindungen mit den beiden wirksamsten basischesstdR (MP, DPP) mit

dreizahligem (Og@), vierzahligem (O€) und funfzahligem Linker (Of. Es zeigte sich,

dass fur beide basischen Reste der vierzahlige eLinkine geringfligig bessere
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Wirksamkeit aufweist. Damit stellt dieser eine fidrese Substanzklasse glnstige
Entfernung zwischen dem lipophilen Molekdlteil uthein basischen Rest dar. Basierend
auf diesen Erkenntnissen wurden fiir die Phenotiéazavie bereits erwahnt, als erster
Schritt zur Modifikation der Kettenldange Substanzemt vierzahligem Linker
synthetisiert. Bei diesen wurde davon ausgegangdass sie die Ubrigen
pharmakologischen Wirkungen der Verbindungen neizdihligem Linker nicht in dem

bekannten MalRe aufweisen.
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5.3.4.3 Basische Reste

Phenothiazine

Die in Abbildung 25dargestellten modulatorischen Quotienten gebenHiefuss von
verschiedenen basischen Resten auf die WirksandegitPhenothiazine wieder. Der
Grundkorper aller Verbindungen ist das unsubstitei®henothiazin mit vierzahligem
Linker. Allgemein kann festgestellt werden, dass 4li(Diphenylalkyl)-piperazin-Reste
(41-50 besser wirksam sind als der 4-MethylpiperazintR@g). Auffallig ist, das
Verbindungen mit nur einer Aminogruppe im LinkeA8{50 einen geringeren
modulatorischen Quotienten aufweisen als die Prieerivate. Verbindungi8 ist
bedingt durch die erhdhte Hydrophilie aufgrund ddgydroxylgruppe in unmittelbarer
Néahe der Phenyl-Reste die schwéachste der hier féilmigen Substanzen.

Bei den ubrigen Resten scheint ein Abstand von \é4) oder finf @5)
Kohlenstoffatomen zwischen Piperazin und den Phimggn gunstig fur die
Wirksamkeit zu sein. Dieser Abstand entspricht etl@en Abstand zwischen Piperazin
und Grundkorper. Innerhalb dieser Gruppe kann digemeiner Zusammenhang
zwischen Basizitat und Wirkstérke festgestellt veerdDie Basizitaten vod4 und 45
sind aufgrund der Kettenlange ungefahr gleich. chleeitig sind es die hochsten der hier
verwendeten Substituenten, was sich in der guterksafnkeit der Verbindungen
widerspiegelt. Kuirzere Kettenlange#l1¢(43 fuhren zu geringerer Wirksamkeit und die
Einfuhrung elektronenziehender Substituenten inRtienylringe 46, 47 verringert die

Wirkung zusatzlich.

Vergleich der basischen Reste
e 20—
o i
o i 15,79
S 15,16 =
o 157 1326 28
@ L 11,96 12,14 [y
2 11,9
2 10+ 8,73
s I 736 22 B
© i
g s
= | 2,21 243
O I ’—‘ I m I I I I I I I I I
48 12 50 47 49 46 41 43 42 45 44

Abbildung 25: Einfluss des basischen Restes aulMtiesamkeit des
Phenothiazin-Grundkorpers (Formeln s. Seite 56 b@)d
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Ubrige Grundkorper

Abbildung 26zeigt den modulatorischen Quotienten von Verbigdunmit unterschied-
lichen basischen Resten. Die hier verglichenen t8nken besitzen als einheitlichen
Grundkorper alle einen 4,5-Diphenyl-1,3-dioxolagrifcis-lsomer) mit vierzéhligem
Linker (O-G).

Allgemein ist zu erkennen, dass die 4,5-Diphen$kdipxolane im Vergleich zu den
Phenothiazin-Derivaten eine geringere Wirksamkaifwaisen. Im Vergleich zum
Phenothiazingrundkdrper bewirken die unsubstitarerd-(Diphenylalkyl)-piperazin-
Reste gegenuber der 4-Methylpiperazin-Verbindurs8 hierbei erst eine
Wirkungsverstarkung, wenn die Lange der Alkylkettmdestens drei Kohlenstoffatome
betragt 60 cis, 65, 6% Weiterhin fallt auf, das so der Austausch dedethylpiperazins
gegen Piperidinq1) zur Wirkungsverstarkung fuhrt, obwohl damit dageite basische
Zentrum wegféllt. Diepara-Fluorsubstitution der Phenylringé8) bewirkt ebenfalls
eine Erhohung des modulatorischen Quotienten imglémh zur unsubstituierten
Verbindung63. Die beiden letzten genannten Ergebnisse stehenadlobenderweise im
Gegensatz zu den Beobachtungen bei den PhenotMagiindungen. Der
4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-Substituerid) erhéht die Hydrophilie des Molekiils und

senkt erwartungsgeman die Wirksamkeit der Verbigdun
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Abbildung 26: Einfluss des basischen Restes auMiiesamkeit des 4,5-Diphenyl-
1,3-dioxolan-Grundkoérpers
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Der 4-(Diphenylpentyl)-piperazin-Rest zeigt beiealluntersuchten Verbindungen eine
bessere Wirksamkeit als der 4-Methylpiperazin-Restizige Ausnahme stellt der
Iminostilben-Grundkorpers@, 54) dar.

Abbildung 27 zeigt den Vergleich zwischen jeweils gleichen Gkérgern mit
vierzahligem Linker, bei denen einmal 4-Methylpgen und einmal
4-(Diphenylpentyl)-piperazin als basischer Ressstinert wurde.

Vergleich des MP und DPP Restes
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Abbildung 27: Vergleich der Wirkung des 4-Methy$pazin- Rests (rot) und des
4- (Diphenylpentyl)-piperazin-Rests (blau) auf varsdene
Grundkdrper
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5.3.4.4 Vergleichssubstanzen

Abbildung 28 zeigt die modulatorischen Quotienten der verwesrdeYergleichs-

substanzen. Es handelt sich dabei um Arzneistoffe hekannter modulatorischer

Wirkung am P-Glykoprotein. Am besten wirksam zeaigteich hier die Calcium-

antagonisten VerapamiVER) und Nicardipin NCD). Der potenteste Vertreter bei den
Phenothiazinen ist cis-Flupentixdt®X). Trifluperazin TFP) und FluphenazinFPH)

entsprechen sich in etwa in ihrer Wirkstéarke.
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Abbildung 28: Vergleichssubstanzen
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Abbildung 29: Strukturformeln der verwendeten Vegissubstanzen
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5.4 Modulatorischer Quotient und Fold Reversal

Zur Bestimmung der modulatorischen Potenz einer stanlz mit Hilfe von
Zytotoxizitatstests konnen unterschiedliche Werterahgezogen werden. Diese
Einzelwerte sind idelaer Weise nicht isoliert, setmdim Zusammenhang zu betrachten.
Betrachtet man alleine die IC%§, die Konzentration des Modulators, bei der in
Gegenwart einer definierten, untoxischen Konzeiomatles verwendeten Zytostatikums
nur 50 % der Zellen im Vergleich zur Kontrolle Uled&en, kann man noch keine
Aussage zur Toxizitat der untersuchten Verbindungchen. Die Bestimmung der
IC50r0x, die Konzentration des Modulators bei der 50 % Zeglien im Vergleich zur
Kontrolle Uberleben, wiederum sagt nichts zur Warkgeit einer Substanz aus. Eine
gute Moglichkeit beide in ein Verhaltnis zu setrgrdie Ermittlung des modulatorischen
Quotienten (s4.1.4.5.). Ein Nachteil dieser Bestimmung ist, dass gerimggizitaten
und geringe Schwankungen bei kleinen I1G&AWerten zu starken Schwankungen des
Quotienten fuhren kdnnen.

Eine weitere Mdoglichkeit besteht in der Berechueg Hold Reversal (¢4.1.4.5.2. Sie

ist definiert als Quotient aus der IC50 des eing#se Zytostatikums in Abwesenheit
bzw. Gegenwart einer relativ untoxischen Konzemnatles Modulators.

Dieser Wert variiert in der Praxis allerdings, daige Arbeitsgruppen &quimolare,
andere dagegen &aquitoxische Konzentrationen, @liakise die 1C10, verwenden.
Untersuchungen zu Struktur-Wirkungs-Beziehungen deser bevorzugt mit Daten
gleicher molarer Konzentrationen der verglicheneadiMatoren durchgefihrt [Wiese,
Pajeva 2001]. Das hat den Nachteil, dass Substadeeibei hoheren Konzentrationen
immer noch untoxisch sind, ,ibersehen” werden kénne

Zusatzlich ist anzumerken, dass bei dieser Methii@l&onzentration des Zytostatikums
variiert, wahrend die Therapieschemata in der $tinén Praxis vorwiegend fixe
Konzentrationen vorgeben. Hinzu kommt, dass esdiérpraktische Anwendung und
effiziente Durchfihrung der Experimente gunstiggr bei konstanter Konzentration des
Zytostatikums die Konzentration des Modulators muandern. Deshalb lag bei dieser
Arbeit der Schwerpunkt auf der Bestimmung des netdulschen Quotienten.

Fur eine Reihe von ausgewahlten Verbindungen wurdetzdem Werte fir Fold
Reversal bestimmt (vglTabelle 6, S.61 Es zeigte sich, dass Substanzen mit einem
geringen modulatorischen Quotienten auch geringel Reversal Werte aufwiesen.
Dementsprechend wurden fir Verbindungen mit hoheadutatorischen Quotienten
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hohe Fold Reversal Werte ermittelt. So zeigte zueisfdel die Substanz mit dem
hochsten modulatorischen Quotienteb)(den hochsten Wert fur Fold Reversal von
allen synthetisierten Substanzen .

Bemerkenswert ist in diesem Zusammenhang die gutkstnkeit der Phenothiazine
mit DiphenylpiperazinResten mit unterschiedlicheretténlangen 42-45. Wobei
Uberrascht, dass die Verbindungd@ und 43 mit kirzeren Abstanden zwischen
Piperazin und Diphenylrest besser wirksam sind d@ikls Verbindungen die dort
Kettenlangen von vier bzw. finf Kohlenstoffatomeriveeisen(44, 45).Aufgrund deren

Basizitat, ware das Ergebnis in umgekehrter Redigafzu erwarten gewesen.

5.5 FACS-Analysen

Erganzende Experimente am Durchflusszytometer ftigistd die gewonnenen
Erkenntnisse. Auch hier zeigte sich, dass die @uksh mit hohen Werten fir
modulatorischen Quotient und Fold Reversal in degd. sind, das P-Glykoprotein
wirksam zu hemmen. Die durchflusszytometrische iBesting unterscheidet sich von
den vorangegangenen Versuchen dadurch, dass kiiegr&ume betrachtet werden, in
denen die Aktivitat der zu untersuchenden Transpoenhand des Effluxes von
Fluoreszenzfarbstoffen aus den Zellen beurteiltdwiDemgegentber steht die
Auswertung des Wachstums von Zellen nach 72 Stynbender die Wirkung des
Modulators indirekt Uber die Zunahme der Toxizitd#s gleichzeitig vorhandenen
Zytostatikums im Vergleich zu un- bzw. monobehateteKontrollen gemessen wird.
Von den am FACS vermessenen Substanzen zeigten wgielerum jene mit
4-(Diphenylalkyl)-piperazin-Rest als wirksam3( 44, 53 77, 79). Des Weiteren fallt
auf, dass von den Phenothiazinen die Verbindungéndmizahligem Linker hohe
FAR-Werte aufweisen 4 5, 6, 7, 8), was deren gute Wirksamkeit bestatigt
(vgl. Tabelle 7)Fur die Phenothiazine mit vierzéhligem Linker k&gt sich die in den
Zytotoxizitatstests ermittelte Wirksamkeit ebergallDie in 2-Stellung benzoylierte

Verbindungl6 scheint auch hier ein hohes MDR-modulatorischderi®ial zu besitzen.
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6 Diskussion

Die Entwicklung und Charakterisierung von Wirksesff mit MDR-modulierenden
Eigenschaften ohne pharmakologische Eigeneffekteims Zusammenhang mit der
Uberwindung von Resistenzprozessen beim Einsatz véytostatika und
Chemotherapeutika sowie im Rahmen der Optimierueg Bioverfigbarkeit von
Arzneistoffen von groRRer Bedeutung. Daher ist dech® nach neuen potenten
Verbindungen ein aktuelles Forschungsgebiet. Invieliegenden Arbeit wurde eine
Vielzahl von neu synthetisierten Wirkstoffen anigeeten Testsystemen untersucht und
die MDR-modulierende Wirksamkeit ermittelt. Weiterherfolgt die Analyse von
Struktur-Wirkungs-Beziehungen.

Als biologisches Testsystem dienten die Nierenepiflelllinien von Schwein LLC-PK1
und LLC-MDRL1. Fur ihre biologische Funktion als Miazellen ist die Expression
verschiedenster Transportproteine essentiell. Sonntem neben zahlreichen
SLC-Transportern auch MRP und P-Glykoprotein détekiwerden [Schlatter et al.
2006]. Die biologische Aktivitat bzw. Expressioresier konstitutiven Transporter ist im
Vergleich zu jener des, im Fall der LLC-MDR1-Zelletiberexprimierten humanen
P-Glykoproteins zu gering, um in nennenswertem Wfdlr die untersuchten
Transportvorgange verantwortlich zu sein.

Die Aktivitat der zelleigenen ABC-Transporter koanin Zeitraum der Untersuchungen
auch nicht durch Exposition mit Vinblastin erhoherden. Die Kultivierung der Zellen
erfolgte unter Standardbedingungen bei 37 °C, 5%, @nd 95 % relativer
Luftfeuchtigkeit, mit Medium 199, das zusétzlich "OFKS, 2 mM Glutamin, 100 U/ml
Penicilin  und 100 puM/ml  Streptomycin  enthielt. DadNahrmedium der
LLC-MDR1-Zellen enthielt dartber hinaus noch 640 n¥incristinsulfat um die
Expression des eingebrachten P-gp aufrecht zutenhal

Der Wechsel des Zellkulturmediums erfolgte alle izbis drei Tage, die Passage der
Zellen ein- bis zweimal wochentlich. Die Zellen vagen in 75crhFlaschen mit 12ml
Zellkulturmedium bis zur Konfluenz.

Die durch diein-vitro Testungererhaltenen Messergebnisse zeigen, dass eine Mielzah
der untersuchten Verbindungen ein MDR-modulatogscRotential besitzt. Allerdings
variieren die Ergebnisse fur die einzelnen Substareufgrund der unterschiedlichen
Untersuchungsmethoden teilweise recht deutlich.
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So zeigen zum Beispiel das DibenzazePerivat mit vierzéahligem Linker und
4-(Diphenylpentyl)-piperazin-Res? ) und das entsprechende Hydantoin-Derivid) (
sehr gute Ergebnisse bei den Experimenten am Dusslziytometer, obwohl sie nur
geringe Werte fur den modulatorischen Quotienten #old Reversal aufweisen.
Demgegeniber steht die Iminostilbenverbindung mierzéhligem Linker und
4-Methylpiperazin-Rest5Q), die relativ hohe Werte fir den modulatorischerotignten
aufweist, dafur aber bei den Ergebnissen der Fdzerzmessung nur eine schwache
Wirksamkeit besitzt.

Es sind aber auch Ubereinstimmungen zu beobacBtetivertretend dafiir stehen die
Verbindungen mit Phenothiazingrundkdrper und damakondensierten Aromaten. Hier
erweisen sich jeweils die Verbindungen mit dreiigérh Linker {7, 8) wirksamer als die
Verbindungen mit vierzahligem Linkerl8, 19). Genauso verhalt es sich mit den in
2-Stellung acyliertenPhenothiazinen 3t6, 13-16 28-3Q. Auch hier bestatigten die
FACS-Messungen die Ergebnisse der Zytotoxizitédtstesach denen die benzoylierten
Verbindungen &, 16, 30) jeweils die wirksamsten darstellen und der didigé Linker
dem vier- bzw. achtzahligem Uberlegen ist. Substef)zals starkste aller getesteten
Verbindungen, stellt hier erneut eine Ausnaltae

Von den Vergleichssubstanzen erweist sich Veraparmt Rahmen der
Zytotoxizitatsversuche am potentesten. Bei den hflusszytometrischen Messungen
zeigen einige Verbindungen Wirkwerte, die denen Vemnapamil ahneln oder teilweise
sogar besser sind,(8, 16, 79).

Der Grund fur die abweichenden Ergebnisse ist intersohiedlichen Ansatz der
Methoden zur Bestimmung der biologischen Wirksamkeisuchen. Bei den Messungen
am Durchflusszytometer steht der Transport von resmenzfarbstoffen aus dem
Zellinneren, bzw. der Zellmembran im Mittelpunkt:. &ent als Mal3d fur die Aktivitat
vorhandener Transporter, welche durch Modulatoreeirflusst werden kdnnen. Die
Wirksamkeit einer Verbindung wird hier indirekt liibre Fahigkeit zur Hemmung des
Transports von Fluoreszenzfarbstoffen gemessen.

Dem gegentber stehen die Zytotoxizitatstests, &een das Wachstum von Zellen tber
einen bestimmten Zeitraum ausgewertet wird. Dashdieris der Uberlebensraten in
Gegenwart beziehungsweise in Abwesenheit einessittbums respektive Modulators
oder deren Kombination, im Bezug auf unbehandelentidlizellen, gibt dabei
Aufschluss auf die Wirksamkeit der betrachtetenbifetungen.

Da sich die fur die Auswertung zur Verfiigung stelean Methoden &hneln, kam aus
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Grinden der Praktikabilitdt der relativ einfacheiskallviolett-Test zur Anwendung.
Dieser bietet den Vorteil, dass durch das Anfarbeon Zellstrukturen die
Proliferationsrate der eingesetzten Zellen unabigamgn deren biologischer Aktivitat
bestimmbar ist.

Der Einfluss der untersuchten Verbindungen auf &offwechsel der Zelle, etwa
hinsichtlich Membranschadigung oder Induktion voxidativem Stress, war nicht
Gegenstand der Untersuchungen und kann mit diestrdde nicht erfasst werden.

Die ermittelten Werte flr den modulatorischen Qemtitn und Fold Reversal liegen je
nach Substanz zwischen 1 und 50 bzw. zwischen 1120dEine mogliche gegenseitige
Verstarkung zytotoxischer Effekte der untersuctBedbstanz und des Zytostatikums ist
hierbei denkbar. Allerdings lassen die bei manctierbindungen ermittelten niedrigen
Werte dieser Quotienten den Schluss zu, dass digffst eine untergeordnete Rolle
spielt.

Bei niedrigen Werten fir den modulatorischen Quuiéa liegen 1C5@x und IC5Qi0p
nahe beieinander. Der Grund fur diesen geringerendchied kdnnte, bei &hnlicher
Toxizitat der untersuchten Konzentration, entwegiee nur sehr schwach ausgepragte
modulatorische Wirkung auf P-gp sein, in deren &dfgncristin nur schwach toxisch in
der Zelle wirken kdnnte oder bei ganzlich fehlentdemmung des Transporters eine
eventuell vorhandene geringe Toxizitat von VinanisBei niedrigen Werten fur Fold
Reversal reicht die untoxische Konzentration degersnchten Modulators ebenfalls
nicht aus, um die Wirksamkeit von Vincristin zu @&nlen.

Trotz der unterschiedlichen Herangehensweisen sadstfesthalten, dass es sich bei den
wirksamsten Substanzen ausnahmslos um lipophilekit# handelt. Eine Erniedrigung
der Lipophilie zieht einen deutlichen Wirkungsvetlnach sich48, 62.

Beim Vergleich der basischen Reste korreliererEdgebnisse mit den aus der Literatur
bekannten Anforderungen an diesen Molekdlteil [Wid3ajeva 2001]; [Schmidt et al.
2002], wobei sich mehrere protonierbare, tertidreinke, integriert in zyklische
Strukturen, positiv auf die Wirksamkeit der Mole&iduswirken. Die wirksamsten Reste
stellen dabei Piperazin-Derivate mit zwei basischentren dar.

Der Abstand von mindestens 5A oder vier Kohleriatomen zwischen lipophiler
Grundstruktur und dem basischen Rest, der in vesdehen Literaturangaben favorisiert
wird [Schmidt et al. 2002]; [Suzuki et al. 1997]Jprnte nur fur die 4,5-Diphenyl-
1,3-dioxolane bestéatigt werden. Bei den Phenothéwi erwiesen sich drei- oder

funfzahlige Linker als wirksamer.
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Grundkorper L mker:

Abbildung 30: Modellhafter Aufbau und durch Untersuchungen
ermittelte optimale Eigenschaften der Modulatoren

Abbildung 30gibt einen Uberblick, iiber die als optimal ermtttel Eigenschaften der
potentiellen MDR-Modulatoren.
Die literaturbekannten, allgemeinen Anforderungendé lipophile Grundstruktur der
MDR-Modulatoren [Pearce et al. 1989] werden durehEfrgebnisse der durchgefiihrten
Experimente bestétigt. Die verwendeten lipophilemur@strukturen werden von
zyklischen Systemen mit zwei oder mehr Aromatenildeb Bei den am besten
wirksamen Strukturen sind die Aromaten gewinkeljesordnet und entsprechen damit
den Angaben vosuzuki et al[Suzuki et al. 1997]. Dem scheint offensichtlatile sehr
gute modulatorische Wirksamkeit des planaren CatbHaerivats 63) zu widersprechen.
Der Grund dafur ist in dem bereits erwahnten pesitiEffekt des Diphenylpentyl-Restes
am Piperazin zu suchen. Dieser Substituent koraibeidselbst die Rolle der lipophilen
Grundstruktur tGbernehmen oder als zuséatzlicherphper Molekilbereich agieren.
Diese Annahme, dass der Diphenylpentyl-Rest alsteveeilipophile Grundstruktur
fungiert, konnte eine Erklarung fur die gute Winkdaeit von Verbindungen sein, deren
Grundstrukturen ohne diesen Rest eine deutliclesbiére Wirksamkeit aufweisen (vgl.
Abbildung 27.
Dieses Phadnomen und die oben erwahnten Unterschiededer Bestimmung der
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optimalen Linkerlange zeigen die Grenzen und Sahgkeiten bei der Erstellung von
Struktur-Wirkungs-Beziehungen auf. So kdnnen zvilgemeine Strukturanforderungen
erkannt und definiert werden, diese lassen sichr abeht auf einen konkreten
Angriffspunkt bzw. Bindungsmodus festlegen und lk&mmnerhalb bestimmter Grenzen
variieren. Das ist vor allem der Tatsache geschuldi@ss von den hier untersuchten
ABC-Transportern bis heute detaillierte Kenntniggger ihre raumliche Anordnung
fehlen, da sie als transmembranare Proteine deinBesang ihrer Kristallstruktur nur
schwer zugéanglich sindChang et al. veroffentlichten im Jahr 2001 die erste
Kristallstruktur eines bakteriellen ABC-Transpost¢€hang; Roth 2001], mussten diese
allerdings wieder zurtickziehen, da durch Softwdnlefe die Struktur nur ungenau
berechnet wurde.

Mittlerweile existieren durch Roéntgen-Kristallansdy fir mehrere bakterielle
ABC-Transporter immer bessere dreidimensionale Meddollenstein et al. 2007], von
denen durch Homologien auf die Struktur von P-ggch®ssen werden kann. Trotzdem
bleiben bis zur endguiltigen Aufklarung dessen egeStruktur letztendlich nur
hypothetische Modelle die Grundlage fir theoretsaliswertungen.

Nach Beendigung der Zytotoxizitatstests ergab dielFrage, inwieweit die untersuchten
Verbindungen Ubereinstimmungen mit den bekanntenarr®akophormodellen
aufweisen. Dafur wurden mB8YBILenergieminimierte Strukturen der Substanzen in die
bekannten Modelle von Hoechst 33342 [Pajeva eR@D4] und Verapamil [Pajeva;
Wiese 2002] eingepasst. In d€abellen 8 und $ind Ubersichtsartig die Ergebnisse der
Berechnungen wiedergegeben.

Tabelle 8: Ergebnisse des Vergleiches aller Sulzetamit dem Hoechst 33342-
Pharmakophormodell (vgl. Abbildung 9)

Features | Anzahl Anzahl der F1- | F2- | F3- | F4- | F5- | F6- | F7- Substanz-Nr.
der Treffer pro |Hyd | Don2|Acc2 | Hyd | Hyd | Acc2 | Don2
Treffer | Kombination
0
6 1
1x X X X X X X PF
5 23
1x X X X X X 48
1x X X X X X PF
3-6; 9; 10; 13-
18x X X X X X 16, 20; 22; 24;
30; 31; 33; VER
3x X X X X X 62; FPH; Pro
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Es ist zu erkennen, dass keine der getesteten dduabst alle der sieben Features des
Hoechst-Modells abdeckt. Bei sechs Features giballein fur Propafenon Uberein-
stimmungen. Wenn man sich auf finf Features beskhriassen sich 23 Verbindungen
in das Modell einpassen. Dabei handelt es sich teadplich um Phenothiazine. Ein
analoges Bild ergibt sich fur die Untersuchung ®lesapamil-Modells. Auch hier ist
keine Substanz in der Lage, sdmtliche Bindungsdemn bedienen. Reduziert man die
maoglichen Features um eines auf funf, dann ergibh $ir 18 Substanzen eine
Ubereinstimmung. Wenn man nur noch vier FeatureBetmacht zieht, ergibt sich ein

positives Ergebnis flr 58 der untersuchten Verhnggn.

Tabelle 9: Ergebnisse des Vergleiches aller Sulzstamit dem Verapamil-
Pharmakophormodell (vgl. Abbildung 8)

Features| Anzahl | Anzahl der | F1- | F2- | F3- | F4- | F5- | F6-
der Treffer pro | Hyd | Aro2 | Acc2 | Acc2 | Acc2 | Don2
Treffer | Kombination
0
5 19
1x X X X X X Pro
1x X X X X X TMP
55; 58RR,; 58trans;
L17x X X X X X G?BOCF;Z %%R6RG ;6€;Lé ;6723;
74;75; 76;NCD
4 58
8x X X X X
13x X X X X
23x X X X X
7X X X X X
1x X X X X
4x X X X X
2X X X X X

Auffallend ist, dass die gut wirksamen Phenothiazin Verapamil-Modell bei lediglich
vier Features Ubereinstimmungen mit dem Modell eeig

Beim Hoechst-Modell lassen sich Phenothiazine sMadell einpassen, wenn man nur
funf von sieben Features berlcksichtigt. Die Vethimgen mit Diphenylpentyl-Rest
lassen sich allerdings erst bei weiterer Reduktien Bindungsdoméanen in das Modell

einpassen.
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Bei manchen Verbindungen kann die Wirksamkeit adtder Ubereinstimmung mit den
untersuchten Modellen erklart werden, bei andergin das nicht moglich. Diese
Unstimmigkeit legt die Vermutung nahe, dass evdhtueitere noch nicht naher
charakterisierte Bindungsstellen existieren kénnten

An die Untersuchungen zu den Pharmakophormodetlelossen sich Berechnungen zur
Korrelation zwischen Aktivitatsdaten der Verbindeng (pIC5Q0p) und einzelnen
Deskriptoren an. Als Deskriptoren dienten der I&Br (der dekadische Logarithmus
des Oktanol-Wasser-Verteilungskoeffizienten), deadi@s der Molekile und der
Q_VSA _POL-Wert (total polar positive van-der-waalgrface area). Die Korrelation
erfolgte zuné&chst fur alle Substanzen, brachteligse inhomogene Gruppe jedoch keine
zufriedenstellend zu verwertenden Ergebnisse. Dieskarden kleinere Gruppen von
strukturédhnlichen Verbindungen definiert. Diese sprachen den unter5.3.4
beschriebenen Gruppen. Allgemein ist festzusteliass je enger die Gruppen gefasst
werden, die Korrelationskoeffizienten umso grol3ererdgn Die durch die
Zytotoxizitatstests ermittelten Wirkwerte konnemdech nur zu einem gewissen Tell
bestatigt werden. Uber diese Problematik bei derw@edung unterschiedlicher
Untersuchungsmethoden berichten auch andere Aghgoisen [Stouch; Gudmundsson
2002].

Deshalb kam es zu einer weiteren Modifizierung \desgehens. Neue Gruppen wurden
anhand von Ahnlichkeiten mit Referenzsubstanzeiidgtb Diese M.O.E. Ahnlichkeits-
suche machte fiir 15 Molekiile eine 85 prozentigerélbstimmung mit Trifluperazin
aus. Fur diese 15 Verbindungen wurden erneut viedehen Deskriptoren berechnet
und mit den ermittelten Wirkwerten korreliert. Diegebnisse lieferten wiederum nur fir
einen Teil der Verbindungen befriedigende Erklaemgler Wirksamkeit. Das gleiche
Bild ergab sich auch bei Gruppen fur die anderemfed@ezsubstanzen (Verapamil,
Propafenon, Fluphenazin, Flupentixol, PhenothiamiteCs- bzw. G-Linker).

So erweist sich der Versuch, mit computergestltzidethoden Aussagen Uuber
Struktur-Wirkungsbeziehungen zu gewinnen, als @itldevmplexes Unterfangen, bei
dem ganz allgemeine Aussagen, ausgehend von em@erg Gruppe inhomogener
Verbindungen, schwierig zu erhalten sind. Je klemnad homogener die betrachteten
Gruppen werden, umso grofl3er ist die Korrelation sehien experimentell und
computergestiutzt ermittelten Wirkwerten. Allerdingeamt die allgemeine Aussagekraft
der Ergebnisse bei immer spezieller werdenden Gmupp einem entsprechenden Mal3
ab.
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Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass mit geegggnMethoden und Modellen ein
Wirksamkeitsscreening von Verbindungen mit MDR-medender Wirkung vorge-

nommen werden kann. Auch wenn bertcksichtigt werdass, dass Ergebnisse die mit
Hilfe von unterschiedlichen Testsystemen erzieltrden, teilweise voneinander
abweichen, ebenso wie der Einsatz computergestiNgthoden sehr von der Auswahl
der betrachteten Deskriptoren abhangig ist, blébtzdem festzustellen, dass die
Synthese neuartiger Verbindungen und deren Testach wie vor ein aktueller und
lohnender Ansatz ist, auf der Suche nach neuen sidifikn zur Beeinflussung der

Aktivitat von MDR-Effluxpumpen und Werkzeugen zuufklarung deren Struktur.



Zusammenfassung 84

7 Zusammenfassung

Nach dem erfolgreichen Einsatz der ersten Chemegpiesr gegen Krebs musste man
Mitte des letzten Jahrhunderts bald zu der Erkesm@langen, dass Tumoren unter der
Behandlung Resistenz gegen die eingesetzten Wiikstotwickelten. Die Kombination
von verschiedenen Zytostatika mit dem Ziel, diessi®enz zu tUberwinden, fihrte nur
zur Entwicklung der Kreuzresistenzen dieser Tumords verantwortlich fir diesen
Phanotyp der Multidrug Resistance wurde ein mengtémadiges Transportprotein, das
P-Glykoprotein, identifiziert. Nach tber 30 Jahmetensiver Forschungen ist die Familie
der bekannten humanen ABC-Transporter, zu denep Befport, auf 48 Mitglieder
gewachsen. Darunter sind auch weitere fur die Mg Resistance verantwortliche
Transporter. Die zahlreichen Untersuchungen der AB&hsporter von Saugetier- und
Bakterienzellen fuhrten zu einem grundlegendem tadnis der molekularen Basis der
Multidrug Resistance. Mittlerweile stehen die Kaittrukturen von bakteriellen
ABC-Transportern zur Verfligung, mit deren Hilfe lsiauch Rickschlisse auf den

Ablauf von Transportvorgdngen durch P-gp zieheseias

Neben verschiedenen Ansétzen zur Uberwindung détidviig Resistance gibt es nach
wie vor die Bestrebung, durch den Einsatz von Maituen oder Inhibitoren die

Aktivitat der verantwortlichen Transportproteinemindern. Die erste Generation dieser
Verbindungen, bekannte Arzneistoffe, schieden mbkktk Chemosensitizer jedoch aus,
da sie alle Uber eine pharmakologische Eigenwirkesm verfigen. Die

Weiterentwicklung dieser Verbindungen durch Vaoaén und die Entwicklung neuer
Strukturen, fuhrte bis heute trotz viel verspredenAnséatze nicht zur Einfihrung als
Therapeutika. Das liegt nicht zuletzt an der Zytatibat der Substanzen, sowie nach wie

vor an ihrer pharmakologischen Eigenwirksamkeit.

Aus diesen Grunden ist das Interesse an Verbindungeren Wirkung sich auf die
Aufhebung der Resistenz beschrankt, nach wie vior Isech. Auch zur Aufklarung der
Struktur und genauen Funktion der Transporter kdnmeue MDR-Modulatoren
beitragen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Verbindungen untéhtudie ausgehend von
bekannten Struktur-Wirkungs-Beziehungen im Institéiir Pharmazie in der

Arbeitsgruppe vorDr. Schmidt/ Prof. Blgeynthetisiert wurden. Die Intention war,
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neue MDR-Modulatoren zu charakterisieren und neuekertnisse Uber

Struktur-Wirkungs-Beziehungen zu erhalten. Die Bafafur lieferte die Synthese von
modulatorisch wirksamen Phenothiazinen, die aueneiraromatischen Grundgerust
aufgebaut sind, welches Uber einen Alkyl-Linker mimer basischen Molekildoméane
verbunden ist. Als weitere Grundkdrper dienten eleiedene aromatische Trizyklen, die
als Bestandteile von Arzneistoffen bereits bekasintd wie Carbazol, 5,5-Diphenyl-
hydantoin und verschiedene Dibenazepin-Derivatenztdi kam mit den 2,2-Di-

phenyl-1,3-dioxanen, den 2,2-Diphenyl-1,3-dioxolangnd den 4,5-Diphenyl-1,3-di-

oxolanen eine Reihe von zyklischen Acetalen, die ails Arzneistoff bisher unbekannte
Stoffklasse darstellen.

Als Zellmodell dienten Epithelzelllinien aus der h8®ineniere, LLC-PK1 und

LLC-MDR1, die im Fall der letztgenannten in die lkagersetzt wurden, humanes
P-Glykoprotein zu exprimieren. Dass dieses Uber dmsamten Zeitraum der
Untersuchungen stabil exprimiert wurde, konnte ntiilfe von regelmalig

durchgefuhrten Western-Blot-Analysen nachgewiesenden. Das Zellmodell konnte
erfolgreich sowohl fir die Durchfihrung der Zytotsétstests als auch fir die
Experimente am Durchflusszytometer eingesetzt werde

Die synthetisierten Verbindungen wurden mit dieserschiedenen Methoden auf ihre
modulatorische Aktivitat untersucht. Dabei lag Hasiptaugenmerk auf der Bestimmung
des modulatorischen Quotienten, der mit Hilfe vonoloxizitatstests ermittelt wurde.
Fur deren Auswertung wurden verschiedene Methoddaimander verglichen, von

denen sich die Vitalfarbung mit Kristallviolett ageeignetsten erwies.

Die sich anschlielende zweite Methode, die Bestingnuder Fluoreszenz-
Aktivitats-Verhaltnisse der potentiellen Modulatonait Hilfe der Durchflusszytometrie,
konnte die wesentlichen Erkenntnisse aus den vegarmgenen Experimenten
bestatigten. Von den zahlreichen so gescreentehintemgen zeigte eine grof3e Zahl
einen MDR-modulatorischen Effekt. Dieser war ben deeisten Verbindungen sogar
starker ausgepragt als bei der ReferenzsubstantupBriazin. Im Vergleich zu

Verapamil wies Substank6 als einzige in beiden Untersuchungsmethoden direried

modulatorisches Potential auf.

Beim Vergleich der Grundkorper erwiesen sich digbifelungen mit trizyklischem

Grundgerist und gewinkelt angeordneten Aromatergalswirksam. Zusatzlich zeigt



Zusammenfassung 86

sich, dass bei den Phenothiazinen sowohl eine Butlist mit Acyl-Resten in 2-Stellung
als auch die Erweiterung des Ringsystems mit zliglé¢n Aromaten vorteilhaft fir die
Verstarkung der Wirksamkeit ist. Besonders hervioeben ist hierbei der Benzoyl-Rest,

der beide Eigenschaften vereint..

Von den verglichenen basischen Resten zeigtenwsictallem die Piperazin-Derivate
effektiv, von denen besonders die Molekile mit zziszher lipophiler, aromatischer
Diphenylalkyl-Struktur als hochpotente Strukturen identifiziert wurden.e Chierzu
gefundenen Ergebnisse der guten Wirksamkeit bei fAgiotoxizitatstests und am
Durchflusszytometer, im Vergleich zu der geringebetéinstimmung mit den zwei
bekannten Pharmakophormodellen [Pajeva; Wiese 2(Pajeva et al. 2004] lassen die
alleinige Existenz dieser Bindungsstellen als alrewvahrscheinlich erscheinen. Da das
Bindungsgeschehen ein komplexer Vorgang mit veesidrnen Angriffspunkten ist,
[Litman et al. 2001] riickt die Existenz weiteremBungsstellen, als Erklarungsversuch
fur die gute Wirksamkeit der Verbindungen mit Dipgilalkyl-Resten, in den Bereich
des Mdglichen.

Zusatzliche computergestitzte Berechnungen zu tBtriKirkungs-Beziehungen

ermdglichen derzeit nur Aussagen Uber sehr engssgefaSubstanzgruppen. Eine
allgemeine Aussage uUber den optimalen MDR-Modulasbrnicht moglich, da die

Voraussagekraft dieser Methoden umso ungenauer, yeirkomplexer die betrachteten
Vorgange und Strukturen sind.

Die vorliegende Arbeit leistet einen weiteren Bagtrzur Entwicklung von Molekilen
zur Uberwindung der Multidrug Resistance. Dabeigeei sich die zur Anwendung
gekommenen Methoden in ihrer Kombination geeigaet,Aussagen zum Aufbau von
MDR-Modulatoren zu treffen. Trotzdem sollte im Blibehalten werden, dass es bedingt
durch die zugrunde liegenden komplexen Vorganglet mmglich ist, Ergebnisse die mit
diesem Zellmodell und diesen Analysenmethoden geemwnvurden, detailgetreu auf
andere Modelle zu Ubertragen. Die Aussagen, dieRammen der angewendeten
Methoden getroffen werden kdnnen, weisen daher dieRichtung zum optimalen

Modulator, statt dessen endgultige Struktur anzeigeb
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