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2. ZUSAMMENFASSUNG DER PUBLIKATIONSPROMOTION

21 TITEL
Antiproliferative Aktivitat unterschiedlicher Benzoxazol- und Benzimidazol-Derivate sowie
davon abgeleiteter fusionierter heterozyklischer ~Verbindungen in verschiedenen

Tumorzellinien mit Resistenz gegeniiber DNA-Topoisomerase |l inhibierenden Zytostatika

2.2. AUTOR
Dr. rer. nat. Hermann Lage

2.3. ABSTRACT

Resistenzen von Tumorzellen gegenuber einer chemotherapeutischen Behandlung stellen ein
zentrales Problem in der Onkologie dar. Chemoresistenzen gegenuiber Zytostatika, die mit
DNA Topoisomerase Il (Topo Il) interagieren, kdnnen tber Modifikationen der Topo 1l
Aktivitat vermittelt werden. Eine Option zur Uberwindung von Topo Il vermittelter
Chemoresistenz stellt der Einsatz alternativer Topo Il Inhibitoren dar. Es wurden daher 20 neu
synthetisierte Benzoxazol- und Benzimidazol-Derivate sowie davon abgeleiteter fusionierte
heterozyklischer Verbindungen, die im zellfreien System Topo Il inhibierende Eigenschaften
zeigten, hinsichtlich einer moglichen antiproliferativen Aktivitat in 18 unterschiedlichen
Tumorzellinien untersucht. Die Zellmodelle leiten sich von unterschiedlichen Tumorentitaten
ab und bestehen aus chemosensiblen und chemoresistenten Varianten, die hinsichtlich der
vorhandenen Resistenzmechanismen, insbesondere der Bedeutung von Topo Il, naher
charakterisiert wurden. In chemosensitiven Zellen zeigten lediglich zwei Substanzen, BD3
und G35, eine &hnliche Effektivitat wie der klassische Topo Il Inhibitor Etoposid. Die meisten
heterozyklischen Verbindungen zeigten eine hohere antiproliferative Aktivitdt in
chemoresistenten Zellen als in chemosensitiven Zellinien. Dabei waren die Substanzen BD13,
BD14 und BD16 hoch wirksam in mehreren chemoresistenten Zellmodellen.. Substanz D23
war hoch effizient in zwei resistenten Linien und Substanz D24, mit der hdochsten Effiktivitat
Uberhaupt, zeigte in einer chemoresistenten Zellinie antiproliferative Aktivitat.
Zusammenfassend konnten die Substanzen BD13, BD14, BD16, D23 und D24 als wirksam in
der Behandlung von unterschiedlichen Tumorzellmodellen identifiziert werden. Sie kénnen
daher potentiell als Ausgangssubstanzen fir die Synthese neuer, verbesserter Topo Il-

Inhibitoren genutzt werden.



2.4. EINLEITUNG

Resistenzen gegeniiber einer Behandlung mit zytotoxischen Substanzen sind die
Hauptursache fiir eine ungenigende Ansprechrate von onkologischen Patienten auf eine
Chemotherapie. Insbesondere stellen pleiotrope Resistenzen (Multidrug Resistenz, MDR), bei
denen Tumorzellen gleichzeitig gegen mehrere strukturell und damit funktionell
unterschiedlich wirksamen Substanzen resistent sind, ein enormes klinisches Problem dar
(Szakacs et al., 2006). Neben dem klassischen MDR Phénotyp, der aufgrund der verstarkten
Aktivitadt des membranstandigen ABC-Transporters MDR1/P-Glykoprotein zustande kommt,
sind weitere MDR Phénotypen beschrieben worden, denen unterschiedliche biologische
Mechanismen zugrunde liegen. So sind neben der Aktivitat weiterer ABC-Transporter,
Modifikationen von Apoptose regulierenden zelluldaren Signalwegen und eine Vielzahl
weiterer Mechanismen beschrieben worden. Einer dieser weiteren MDR-Mechanismen hat
seine Ursache in einer Verminderung der biologischen Aktivitat von DNA Topoisomerase Il
(Topo 1), ein pharmakologisches Zielmolekdl fur verschiedene Zytostatika unterschiedlicher

Substanzklassen, z.B. Anthrazykline oder Epipodophyllotoxine (Kellner et al., 2002).

2.5. ZIELSTELLUNG

Eine Option zur erfolgreichen pharmakologischen Beeinflussung von Tumorzellen mit Topo
Il vermittelter MDR ist die Entwicklung alternativer Substanzen, die auf eine andere Art und
Weise als klassische Topo Il Inhibitoren mit dem Enzym interagieren. Da eine Reihe von
unterschiedlichen Benzoxazol- und Benzimidazol-Derivaten sowie davon abgeleitete
fusionierte heterozyklische VVerbindungen unter zellfreien Bedingungen Topo Il inhibierenden
Eigenschaften zeigte (Pinar et al., 2004), erschienen diese fir eine derartige Option als
interessante Kandidatenmolekiile. Im Rahmen dieser Arbeit wurden daher 20 verschiedene
Topo Il inhibierende heterozyklische Verbindungen hinsichtlich ihrer potentiellen
antineoplastischen Wirkung in insgesamt 18 unterschiedlichen Tumorzellmodellen untersucht
(Lage et al., 2006). Diese Tumorzellmodelle, unterschiedlicher Tumorentitaten, setzten sich
aus chemosensitiven und davon abgeleiteten chemoresistenten Varianten — mit
unterschiedlichen MDR Phéanotypen zusammen. Die Eignung dieser Zellinien mufte vorher
uber die Charakterisierung der vorhandenen Resistenzmechanismen, insbesondere
hinsichtlich der funktionellen Bedeutung von Topo II, ermittelt werden (Lage et al., 2000;
Lage und Dietel, 2002; Lage et al. 2006).



26. METHODIK

Zellkultur

Die Kultur von Tumorzellen erfolgte in modifiziertem L-15 Medium bei 37 °C in einer 5%
CO, Atmosphéare (Lage et al., 2000; Lage und Dietel, 2002; Lage et al., 2006). Zur
Aufrechterhaltung des Resistenzphanotyps enthielt das Medium zytostatikaresistenter
Zellinien auBRerdem eine nicht die Zellproliferation beeintrachtigende Konzentration der

entsprechenden Selektionssubstanz.

Zellproliferationsassay

Zur Bestimmung des Resistenzgrades und des Kreuzresistenzmusters verschiedener
Zytostatika in Tumorzellen sowie der Bestimmung der antiproliferativen Wirksamkeit 20
verschiedener Topo Il inhibierender heterozyklischer Verbindungen wurde ein
Zellprolifeationsassay eingesetzt (Lage et al., 2000; Lage und Dietel, 2002; Lage et al., 2006).
Dazu wurden die Tumorzellen in 96-er Platten ausgesat und mit ansteigenden
Konzentrationen unterschiedlicher Zytostatika oder heterozyklischer Topo Il Inhibitoren
inkubiert. Nach 5 Tagen wurde die Zellzahl Uber Farbung mit dem Proteinfarbstoff
Sulphorhodamine B (SRB) nachgewiesen. Die antiproliferative Wirkung der einzelnen

Substanzen wurde tber die Ermittlung des I1Cso Wertes bestimmt.

RT-PCR

Die mRNA Expression von ABC-Transportern wurde qualitativ in Tumorzellen mittels RT-
PCR untersucht (Lage und Dietel, 2002). Dafiir wurde die gesamte zellulare Tumor RNA in
cDNA umgeschrieben. Mittels spezifischer Oligonukleotidprimer wurden ABC-Transporter
Sequenzen in einer PCR Reaktion amplifiziert, elektrophoretisch aufgetrennt und Uber eine

Ethidiumbromid Féarbung sichtbar gemacht.

Quantitative Echtzeit RT-PCR (QPCR)

Um die mRNA Expression der beiden Topo Il Isoenzyme Topo lla und Topo 1B quantitativ
in Tumorzellen zu bestimmen, wurde eine quantitative Echtzeit RT-PCR (QPCR) mittels
eines ,,LightCycler” Instruments durchgefiihrt (Lage et al., 2006). Die Detektion der PCR-

Amplifikate erfolgte tber Fluoreszenzmessung des Farbstoffs SYBR-Green.



Northern Bot

Ein (semi-)quantitativer Nachweis der mRNA Expression von Topo lla. und Topo 11 erfolgte
aullerdem tber eine Northern Bot Analyse (Lage et al., 2000; Lage und Dietel, 2002). Dafr
wurde die gesamte Tumor RNA elektrophoretisch aufgetrennt, auf eine Membran transferiert

und mit **P-markierten Topo Ilo. - oder Topo I1B spezifischen DNA Sonden hybridisiert.

Western Bot

Zum Nachweis der Proteinexpression von Topo lla, Topo 11 und ABC-Transportern wurde
eine Western Bot Analyse durchgefiihrt (Lage et al., 2000; Lage und Dietel, 2002; Lage et al.,
2006). Dafur wurden nuklare -, zytoplasmatische - und Gesamtproteinfraktionen
elektrophoretisch aufgetrennt, auf eine Membran transferiert und mit einem spezifischen
Antikorper inkubiert. Der Nachweis der spezifischen Bande erfolgte Uber Inkubation mit

einem Sekundérantikorper und Detektion mittels Chemolumineszenz.

Promoter Methylierungsassay

Zur Charakterisierung des Methylierungsstatus des Topo lla. Promoters wurde eine Southern
Blot Analyse durchgefihrt (Lage und Dietel, 2002). Daftir wurde genomische DNA mit den
isoschizomeren Restriktionsnukleasen Hpall (indiziert Hypermethylierung aufgrund der
Inhibition durch jegliche Art der Methylierung an einem C der CCGG Restriktionsstelle) und
Mspl (indiziert Hypomethylierung aufgrund der lediglich vorhandenen Inhibition durch 5-
Methylcytosin  am 5’-C der CCGG Restriktionsstelle) geschnitten und nach
elektrophoretischer Auftrennung und Transfer auf eine Membran mit einer **P-markierten

Topo o Promoter spezifischen DNA Probe hybridisiert.

Topo Il Aktivitatsassay

Die katalytische Aktivitat von Topo Il wurde mittels eines ,,Decantenation Assays* gemessen
(Lage et al., 2000; Lage und Dietel, 2002). Der Assay beruht auf einer ATP-abhéngigen
Verminderung des Komplexitatsgrads ineinander ,verketteter, ringformiger Typ |
Kinetoplast DNA (kDNA) Molekile aus C. fasciculata nach zeit- und
konzentrationsabhangiger Inkubation mit Kernextrakten von Tumorzellen. Nach der Reaktion
wurden die Proben gelelektrophoretisch aufgetrennt, mit Ethidiumbromid gefarbt und
densitometrisch ausgewertet.



Zytostatika Akkumulationsassay

Zur Bestimmung zellularer Anthrazyklin — und Mitoxantron Akkumulation wurde eine ,,Flow
Cytometer* Analyse durchgefiihrt (Lage und Dietel, 2002). Die Tumorzellen wurden dazu mit
unterschiedlichen Zytostatika Konzentrationen inkubiert. Nach Waschen der Zellen wurde die
intrazellulare Fluoreszenz der akkumulierten Zytostatika nach Anregung mit Licht von 480

nm bei 580 nm (Anthrazykline) und 630 nm (Mitoxantron) gemessen.

2.7. ERGEBNISSE

Kreuzresistenzen

Das Ausmald der Resistenz gegeniiber der Selektionssubstanz sowie das Kreuzresistenzmuster
der Tumorzellen gegentiber unterschiedlichen Zytostatika wurde mittels eines
Zellproliferationsassays bestimmt (Lage und Dietel, 2002; Lage et al., 2006). Bei den
Resistenzphénotypen handelte es sich i.d.R. um unterschiedliche MDR Formen, bei denen

Resistenzen gegeniber Zytostatika unterschiedlicher Substanzklassen vorlagen.

Expression von ABC-Transportern

Resistente Tumorzellinien, die mit klassischen MDR Substanzen wie Anthrazyklinen und
Vinca Alkaloiden, selektioniert wurden, exprimierten i.d.R. das MDR1/P-Glykoprotein.
Linien, die mit Selektion gegen Mitoxantron etabliert wurden, zeigten gelegentlich eine
verstarkte Expression von BCRP. MRP1 wurde i.d.R. konstitutiv in allen Linien, resistent
oder sensibel, auf schwachem Niveau exprimiert. Weitere Zytostatika induzierten keine

Expression von ABC-Transportern (Lage und Dietel, 2002).

Zytostatika Akkumulation

Zum Nachweis, daR die Uberexpression eines ABC-Transporters in den Tumorzellen
funktionell von Bedeutung ist, wurden Zytostatika Akkumulationsassays durchgefiihrt (Lage
und Dietel, 2002). Es zeigte sich, daB alle ABC-Transporter Uberexprimierenden
Zellvarianten eine stark verminderte zelluldre Akkumulation des Selektionszytostatikums

zeigten.

Expression von DNA Topoisomerase Il Isoenzymen
Resistente Tumorzellvarianten, die gegen Topo Il inhibierende Substanzen, wie

Anthrazykline, Epipodophyllotoxine und Mitoxantron selektioniert wurden, zeigten i.d.R.
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eine verminderte Expression beider Topo Il Isoenzyme, Topo lla und Topo 113 (Lage et al.,
2000; Lage und Dietel, 2002; Lage et al., 2006).

Methylierungsstatus des DNA Topoisomerase Il Promoters

Um zu untersuchen, ob verminderte Topo llow Expression von resistenten Tumorzellen tber
eine  Hypermethylierung des Topo Illa Promoters erfolgte, wurde ein Promoter
Methylierungsassay durchgefiihrt (Lage und Dietel, 2002). In den untersuchten Zellinien

konnte keine Hypermethylierung nachgewiesen werden.

DNA Topoisomerase Il Aktivitat

Der funktionelle Nachweis, ob eine verminderte Topo Il Expression auch eine reduzierte
katalytische Aktivitat von Topo Il nach sich zog, wurde (ber einen ,,Decantenation Assay*
bestimmt (Lage et al., 2000; Lage und Dietel, 2002). Es zeigte sich, dal alle Tumorzellen mit
verminderter Topo Il Expression auch eine verringerte Topo Il Aktivitat aufwiesen.

Antiproliferative Wirksamkeit von heterozyklischen DNA Topoisomerse 11 Inhibitoren

Die antiprolifertive Aktivitat von 20 verschiedenen Topo Il inhibierenden heterozyklischen
Verbindungen in chemosensiblen und chemoresistenten Tumorzellen mit Kreuzresistenzen
gegenlber klassischen Topo Il Inhibitoren wurde mittels eines Zellproliferationsassays
ermittelt (Lage et al., 2006). In parentalen, chemosensitiven Zellen zeigten lediglich zwei
Substanzen, BD3 und G35, eine ahnliche molare Effektivitat wie der klassische Topo Il
Inhibitor  Etoposid, ein Epipodophyllotoxin.  Andererseits zeigten die meisten
heterozyklischen Verbindungen eine hohere antiproliferative Aktivitat in ,,chemoresistenten*
Zellen als in ,,chemosensitiven* Zellinien wobei einige der Substanzen eine ausgesprochen
hohe antineoplastische Aktivitat in unterschiedlichen MDR Zellvarianten zeigten. So waren
die Substanzen BD13, BD14 und BD16 hoch wirksam in den MDR Magenkarzinomlinien
EPG85-257RNOV und EPG85-257RDB, den MDR Pankreaskarzinomlinien EPP85-
181RNOV und EPP85-181RDB, der MDR Mammakarzinomlinie MCF-7/Adr, der MDR
Fibrosarkomlinie D79/86RNOV sowie der Etoposid-resistenten Melanomlinie MeWoETOL.
Substanz D23 war hoch effizient in den MDR Kolonkarzinomlinien HT-29RNOV and HT-
29RDB und Substanz D24 zeigte die hdchste Effiktivitat Gberhaupt in der chemoresistenten
Mammakarzinomlinie MDA-MB-231ROV. Zusammenfassend konnten die Substanzen
BD13, BD14, BD16, D23 und D24 als wirksam in der Behandlung von unterschiedlichen



MDR Tumorzellmodellen mit Kreuzresistenzen gegeniiber klassischen Topo Il Inhibitoren
identifiziert werden. Insbesondere die Substanzen BD13 und D23 zeigten eine sehr hohe

biologische Aktivitat in mehreren chemoresistenten Tumorzellinien.

2.8. DISKUSSION

Die potentielle antiproliferative Aktivitdt von 20 unterschiedlichen Benzoxazol- und
Benzimidazol-Derivaten  sowie davon abgeleiteten  fusionierten  heterozyklischen
Verbindungen wurde in 18 verschiedenen Tumorzellinien unterschiedlicher Tumorentitét
untersucht. Die Tumorzellmodelle setzten aus chemosensitiven und davon abgeleiteten
chemoresistenten Varianten mit Kreuzresistenz gegentber klassischen Topo Il Inhibitoren

Zusammen.

Nur einige der chemoresistenten Zellinien zeigten Kreuzresistenzen gegeniiber einige der
heterozyklischen Substanzen. Interessanterweise waren die meisten der Verbindungen in den
chemoresistenten Varianten sogar weitaus stérker aktiv als in parentalen Linien, die sensibel
gegenulber der Behandlung mit klassischen Topo Il Inhibitoren waren. Einige Substanzen
(BD13, D23) zeigten in mehreren chemoresistenten Varianten eine sehr stake antiproliferative
Effektivitat, andere Verbindungen (BD14, BD16, D24) nur in wenigen bzw. einzelnen
chemoresistenten Linien. Die biologische Wirksamkeit erscheint daher sowohl

gewebespezifisch als auch spezifisch gegeniiber dem Resistenzphéanotyp.

Aufgrund der Topo Il inhibierenden Aktivitat der heterozyklischen Verbindungen unter
zellfreien Bedingungen (Pinar et al., 2004), erscheint eine intrazellulére Interaktion der
Substanzen mit Topo Il als wahrscheinlichste Ursache fiir die antiproliferative Aktivitat.
Daraus erkldrt sich auch die hohere Effektivitat in chemoresistenten Linien mit verminderter
Topop Il Expression: in parentalen, chemosensitiven Linien mit relativ hohem Gehalt an
Topo |1l, fihrt die Behandlung mit heterozyklischen Verbindungen aufgrund der
ausreichenden Restaktivitdt von Topo Il nur zu einer sehr geringen Beeintrachtigung der
Proliferationsrate; in chemoresistenten Zellinien mit nur sehr geringem Topo 1l Gehalt, kann
die Topo Il Restaktivitit hingegen nahezu vollstandig inhibiert werden, was zu einem sehr
ausgepragten antiproliferativen Effekt fihrt. Es ist allerdings zu berticksichtigen, dal? einige
heterozyklische Verbindungen auch in klassischen MDR Zellinien mit verstarkter Expression

des membranstandigen ABC-Transporters MDR1/P-Glykoprotein ohne signifikante
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Reduktion des Topo Il Gehalts, antiproliferative Aktivitat zeigten. Die antineoplstische
Wirkung muB in diesen Zellen daher aufgrund anderer Mechanismen zustande kommen. So
konnten die Verbindungen z.B. die zellulare Bereitschaft zur Aktivierung apoptotischer
Signalwege beeinflussen. Diese Annahme wird von der Beobachtung gestutzt, dal? dhnliche
Benzoxazol Derivate in der klassischen MDR Maus Lymphomzellinie L5718 Apotose

induzieren konnten (Varga et al., 2005).

Allgemeine Struktur-Aktivitats Relationen bei den untersuchten heterozyklischen Topo Il
Inhibitoren ergeben, daR 2-p-Chlorbenzylbenzoxazol-Derivate mit einer Benzamido-Gruppe
anstatt des Phenylacetamido-Restes an Position 5 des fusionierten heterozyklischen Systems,
fir eine antiproliferative Wirkung in chemoresistenten Zellinien besser geeignet sind. In
einigen Fallen, z.B. in Magenkarzinom — und Melanomzellen, konnte die Substituierung des
Phenyl-Restes der Benzamido-Gruppe an Position 5 der 2-p-Chlorbenzylbenzoxazol-Struktur
mit einer Nitro-Gruppe die Aktivitat erhdhen. Auf der anderen Seite vermindert eine Nitro-
Gruppe anstelle eines Brom Atoms oder einer Ethyl-Gruppe an dieser para Position die

antineoplastische Aktivitat in anderen Zellinien, z.B. Mamma — oder Pankreaskarzinomlinien.

Zusammenfassend konnten einige heterozyklische Verbindungen, insbesondere die
Substanzen BD13, BD14, BD16, D23, und D24, als effektiv zur Behandlung von
chemoresistenten Tumorzellen, inklusive Zellen mit einem MDR Phanotyp, identifiziert
werden. Sie zeigten eine hohe antiproliferative Aktivitat in Tumorzellen mit Kreuzresistenz
gegenuber klassischen Topo Il inhibierenden Zytostatika, wie Epipodophyllotoxinen,
Anthrazyklinen oder Mitoxantron. Sie kénnen daher potentiell als Ausgangssubstanzen fir

die Synthese neuer, verbesserter Topo Il-Inhibitoren genutzt werden.
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