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1 Einleitung

1.1 Die akute myeloische Leukamie (AML)

1.1.1 Definition und Epidemiologie der AML

Akute myeloische Leukamien (AML) sind charaktenisi@urch die maligne Transformation
von primitiven hamatopoetischen Stammzellen odereloigen Vorlauferzellen mit
anschlieBender klonaler Proliferation und Akkumolat leuk&dmischer Blasten im
Knochenmark (Kebriaei et al. 2008). Die malignerlefe sind durch fehlende Ausreifung
gekennzeichnet (Wouters et al. 2009).

Die jahrliche altersbereinigte Inzidenz der AML ot in den U.S.A. fur den Zeitraum 2001
bis 2005 3,6 pro 100.000 Einwohner, in Englanddié@s Jahr 2006 etwas Uber 4 pro 100.000
Einwohner und veranderte sich in den beiden Landeitirend des Zeitraumes 1996 bis 2005
(U.S.A.) bzw. 1997 bis 2006 (England) trotz leictBehwankungen nur unwesentlich (Office
for National Statistics 200&Ries et al. 2008). In Anbetracht der geringen Nieagkungs-
raten erscheint die Mortalitat mit ca. 2,8 pro D0Q. Einwohner und Jahr (in den U.S.A.) sehr
hoch (Ries et al. 2008). Die relative 5-Jahresi@ébemsrate ist mit 21,9% (U.S.A.) dement-
sprechend klein und sinkt mit zunehmendem Patiaftm so liegt sie bei alteren Patienten
(Alter Gber 65 Jahre) bei nur ca. 5% (U.S.A.) (Re&sal. 2008). Damit ist die AML die
zweithaufigste Leukdmie mit der schlechtesten Ruegraller Leukamien. Das mediane Alter
bei Diagnosestellung liegt in den U.S.A. bei 67rédahwobei Manner etwas haufiger erkran-

ken als Frauen (Ries et al. 2008).

1.1.2 Klinik und Diagnose der AML

Die klinische Symptomatik der AML ist meist zurtickidghren auf eine Knochenmarkinsuffi-
zienz; seltener treten Beschwerden infolge Infiraextramedullarer Organe durch leukami-
sche Zellen oder Zirkulationsstérung aufgrund detiner Leukozytenzahlen im peripheren
Blut auf (Fritsch et al. 2006). Infolge der Knochwarkinsuffizienz kann es zu den
Symptomen einer Anamie, wie Schwache, MudigkeitisBé und Belastungsdyspnoe, zu
Infektionen aufgrund der Leukopenie und zu sponmtari®utungen, die durch die
Thrombopenie bedingt sind und sich in Form von ¢&eén, Zahnfleisch-, Nasen- und
Netzhautblutungen manifestieren kénnen, kommen figebet al. 2008). Zudem treten gele-

gentlich B-Symptome, also Gewichtsverlust, NachisR und Fieber, dem jedoch meist In-



fektionen zugrunde liegen, auf (Fritsch et al. 2008epatosplenomegalie, generalisierte
Lymphadenopathie sowie leukdmische Infiltrationem ZNS, Hoden, Knochen und Haut
sind seltene Komplikationen der AML (Kebriaei et 2008). Nur etwa die Hélfte der Patien-
ten weist im Blutbild erhéhte Leukozytenzahlen @foschinsky et al. 2007). In ca. 10% der
Falle ist jedoch eine Hyperleukozytose mit Giber.@00 Leukozyten pral peripheren Blutes
zu verzeichnen, die schnell zum Tod fuhren kanndatter einer raschen Behandlung bedarf
(Marbello et al. 2008). Dabei verursacht die Lew#tss Mikrozirkulationsstérungen, die vor
allem lebensbedrohliche Schaden des ZNS (Hirnbggapund der Lunge (Ateminsuffizienz)
hervorrufen kénnen (Blum und Porcu 2007). Patiemtenhakuter Promyelozytenleukdmie
(APL) entwickeln haufiger Koagulopathien, die zu&elichen Blutungen (insbesondere in-
trazerebral) und Thrombosen fihren kbnnen und @epkiirsache fur frihe Todesfélle bei
dieser Form der AML darstellen (Tallman et al. 2007

Um die Diagnose AML stellen zu kénnen, muss entweilee leukamische Infiltration des

Tabelle 1: WHO-Klassifikation der AML

AML mit spezifischen genetischen Abnormalitaten
AML mit Translokation t(8;21)(922;922), (AML1/ETO)
AML mit abnormen Eosinophilen im Knochenmark und(ir6)(p13g22) oder
t(16;16)(p13;922), (CBFFMYH11)
Akute Promyelozytenleukdmie mit t(15;17)(922;9¥PML/RARa) und Varianten
AML mit 11923 (MLL) Abnormalitaten

AML mit multilineérer Dysplasie
AML mit vorangegangenem myelodysplastischen SyndiididS) oder myelodys-
plastischer/myeloproliferativer Erkrankung (MPD)
AML ohne vorangegangenem MDS/MPD

AML und myelodysplastische Syndrome, therapie-assoert
AML assoziiert mit alkylierenden Substanzen/Radkotipie
AML assoziiert mit Topoisomerase ll-Inhibitoren
Andere

AML, nicht anderweitig kategorisiert
AML mit minimaler Differenzierung (entsprechend Mér FAB-Klassifikation)
AML ohne Ausreifung (entsprechend M1 der FAB-KI&g&sition)
AML mit Ausreifung (entsprechend M2 der FAB-Klagiition)
Akute myelomonozytare Leukadmie (entsprechend M4-éd3-Klassifikation)
Akute monoblastische/monozytare Leukamie (entsgmetiMS der FAB-Klassifi-
kation)
Akute Erythroleukamie (entsprechend M6 der FAB-Kiflkation)
Akute megakaryozytare Leukamie (entsprechend MFA&-Klassifikation)
Akute Basophilenleukamie
Akute Panmyelose mit Myelofibrose
Myeloisches Sarkom




Knochenmarks oder eine von mehreren bestimmten Alefirierenden zytogenetischen Ab-
normalitaten nachgewiesen werden (Harris et al9Ll99ach der alteren French-American-
British (FAB) Klassifikation wird die AML durch egn Blastenanteil im Knochenmark oder
Blut von 30% und mehr definiert; in der neueremadsifikation der Weltgesundheitsorgani-
sation (s. Tabelle 1) ist fur die Diagnose bereits Blastenanteil von 20% ausreichend
(Vardiman et al. 2002). Die Abgrenzung zur akutgnghoblastischen Leukamie wird durch
zytochemische und immunphanotypische Verfahren gdeiétet, anhand derer der myeloide
Ursprung der malignen Zellen feststellbar ist. Allags weisen die leukéamischen Blasten in
10-20% der Patienten Charakteristika sowohl vonplyaiden als auch myeloiden Zellen auf
(Kebriaei et al. 2008).

1.1.3 Atiologie und Pathophysiologie der AML

Risikofaktoren fur die Entwicklung einer AML sindedExposition gegenuber ionisierender
Strahlung, chemischen Karzinogenen, wie Benzol Harbizide, sowie Chemotherapeutika,
unter diesen v.a. alkylierende Substanzen und Bopwrase ll-Inhibitoren (Epipodophyllo-
toxine und Anthrazykline) (Deschler und Lubbert @0Hamatologische Erkrankungen wie
das Myelodysplastische Syndrom oder die erworbefestische Andmie, und einige geneti-
sche Stérungen, z.B. Trisomie 21, Klinefelter-Symdrund Fanconi-Andmie pradisponieren
ebenfalls fur die Entstehung einer AML (Fritschakt2006, Christ et al. 2007). In der Mehr-
zahl der Falle ist jedoch keine eindeutige Ursdtinalie Erkrankung feststellbar (Deschler
und LUbbert 2006).

Die AML entsteht durch die maligne Transformatiomee myeloiden Vorlauferzelle, die ent-
weder eine hamatopoetische Stammzelle mit dem Baterur unbegrenzten Selbsterneue-
rung oder eine etwas differenziertere Vorlaufegalie aufgrund der Transformation Stamm-
zelleigenschaften erwirbt, verkorpert (Kebriaeakt2008). Diese Transformation ist hochst-
wahrscheinlich ein Prozess, in dem es zur Kumulati@hrerer verschiedener leukamogener
Ereignisse kommt (Christ et al. 2007).

Die 2002 von Gilliland und Griffin aufgestellte Ht"'-Hypothese flir die AML besagt, dass
es zur Krankheitsentstehung des gemeinsamen Aarfgaton Mutationen aus zwei komple-
mentaren Mutationsklassen bedarf (Gilliland undffari2002). Klasse-I-Mutationen fiihren
Uber die Aktivierung von Signaltransduktionswegenvermehrter Proliferation und einem
Uberlebensvorteil der transformierten Zellen. Bikphierfiir sind aktivierende Mutation der
Tyrosinkinasen FLT3, RAS und KIT sowie die Translbknen, aus denen die Fusionspro-
teine BCR-Abl und TEL-PDGER resultieren (Kebriaei et al. 2008). Die zweiteasde von



Mutationen hemmt die hamatopoetische Differenzigrumd verleiht den transformierten
Zellen wahrscheinlich das Potenzial zur unbegren3tdbsterneuerung (Gilliland und Griffin
2002). Dieser Gruppe gehdren Translokationen anhdmatopoetische Transkriptionsfakto-
ren wie den sog. ,Core binding factor* (CBF), degetiRsaure-Rezepter (RARa), Mitglieder
der Homeobox (HOX)-Familie oder das MLL-Proteinrb&en (Kebriaei et al. 2008). Die
Beobachtung, dass Mutationen einer Klasse selansgémeinsam in einem Patienten auftre-
ten, aber haufig in Verbindung mit einer Mutatioer geweils anderen Klasse vorkommen,
stiitzt die "2-hit"-Hypothese fiir die AML (Gillilandnd Griffin 2002).

Die als Folge von Klasse-lI-Mutationen auftretendeéasionsproteine AML1/ETO und
CBH3}/MYH11, die Teile des CBF beinhalten, sowie PML/RARNd PLZF/RAR: repri-
mieren die Zielgene von CBF bzw. RARurch aberrante Rekrutierung eines Repressorkom-
plexes, der u.a. Histondeacetylasen enthalt (Gl28@ev, Kebriaei et al. 2008). Der Einsatz
von Histondeacetylase-Inhibitoren (HDACI) in deridedlung von AMLs mit diesen Trans-
lokationen kénnte daher eine nutzliche Therapieoptarstellen. In-Vitro Studien belegen,
dass HDACI in der Lage sind, durch Verminderung tnskriptionellen Repression
Differenzierung und Apoptose besonders in leukdngiscBlasten mit den erwéhnten Fusi-

onsproteinen zu fordern (Jing et al. 2002, LiuleR@07).

1.1.4 Therapie und Prognose der AML

Die Behandlung der AML besteht aus einer Induktibesapie mit dem Ziel der schnellen
Reduktion der leuk&dmischen Zellpopulation und Wibkdestellung der normalen Knochen-
marksfunktion, sowie einer nachfolgenden Postraonstherapie, mit der die Eradikation re-
sidueller Leukadmiezellen und damit Heilung erreislerden soll. Fir die Postremissionsthe-
rapie bestehen grundsatzlich drei TherapiealtareatiKonsolidierungschemotherapie, allo-
gene und autologe Stammzelltransplantation. Die|Wes Behandlungsschemas richtet sich
nach dem Alter, dem Allgemeinzustand, zytogenesischnd genetischen Prognosefaktoren
des Patienten.

Patienten, die junger als 60 Jahre sind, erhaligerhalb von Kklinischen Studien als
Induktionstherapie fast ausschlief3lich ein oderi Zyklen der sog. ,7 + 3"-Kombination, die
eine dreitdgige Gabe von Daunorubicin oder ldarobsowie eine zeitgleich beginnende
siebentagige Verabreichung von Cytarabin (Ara-C)fasst (Kebriaei et al. 2008). Eine
Postremissionstherapie, die aus mehreren Zyklers#lmhierungschemotherapie mit mittel-
oder hochdosiertem Ara-C besteht, erzielt bei dieBatienten gute Ergebnisse, sofern

bestimmte Kriterien fur ein gutes Ansprechen erféithd (Bloomfield et al. 1998, Paschka et



al. 2006). Die Prognose dieser Patienten ist miereRezidivrate von ca. 30-35% innerhalb
von 5 Jahren besonders gunstig (Paschka et al).2B@tenten unter 60 Jahren mit ungtinsti-
gen Prognosefaktoren profitieren nur ungentigendderrKonsolidierungschemotherapie mit
Ara-C und sollten in klinischen Studien behandedirden oder eine allogene Stammzell-
transplantation erhalten (Estey und Dohner 2006jteM bzw. hochdosiertes Ara-C oder
experimentelle Therapieansatze sind fur Patientepfehlenswert, deren AML einen Ka-
ryotyp mit intermediarer Prognose aufzeigt (Kelreteal. 2008).

Bei Uber 60-jahrigen Patienten kdnnen aggressiveB#lungsschemas, wie ,7 + 3" oder die
hochdosierte Gabe von Ara-C, aufgrund der erhokitenapieassoziierten Morbiditat und
Mortalitat haufig nicht angewandt werden (Craig uchiller 2008). Deshalb sollten &altere
Patienten in schlechtem Allgemeinzustand oder nmgeschrankter Leber- oder Nieren-
funktion sowohl fur die Induktionstherapie als autib Postremissionstherapie in klinischen
Studien behandelt werden, soweit dies mdglichksb(iaei et al. 2008). Falls diese Patienten
fur eine Studienteilnahme nicht in Frage kommenh,eise Palliativbetreuung anzustreben
(Estey und DOhner 2006). Patienten in gutem Allgamestand und mit guter Leber- und
Nierenfunktion kann sowohl eine Standardtherapi®.(z7 + 3“-Schema) als auch eine
experimentelle Behandlung als Induktionstherapgehoten werden, wahrend die Postremis-
sionstherapie dieser Patienten in Studien staéfirabllte (Kebriaei et al. 2008).

Die Behandlung des Rezidivs besteht bei jinger¢ieRan vor allem in der allogenen (bzw.
bei fehlendem Stammzellspender autologen) Stamiraedplantation oder — falls diese nicht
maoglich ist — in experimentellen Therapieprotokol(€raddock et al. 2005). Das Rezidiv in
Patienten, die Uber 60 Jahre alt sind, kann mit t@zumab-Ozogamicin, im Rahmen klini-
scher Studien oder nach einer langen RemissiomeniwWiederholung des vorangegangenen
Schemas zur Induktionstherapie behandelt werdeai@nd Schiller 2008). Inzwischen ist
es moglich, im Rahmen Kklinischer Studien auch litereén Patienten in guter korperlicher
Verfassung eine allogene Stammzelltransplantatemh micht-myeloblativer Konditionierung
durchzufihren (Kebriaei et al. 2008). Dennoch habkere Patienten nach wie vor eine
deutlich schlechtere Prognose als jungere (CraigSahiller 2008).

Einen Sonderfall unter den AMLs stellt bezuglicheihnBehandlung und Prognose die akute
Promyelozytenleukamie (APL) mit den FusionsproteiPML/RARa oder PLZF/RAR: dar.
Die Standard-Induktionstherapie der APL beinhalietdrei- bis viermalige Gabe von Idaru-
bicin alle zwei Tage zusammen mit der taglichenadezichung von all-trans-Retinsaure
(ATRA) bis zum Erreichen der kompletten RemissiSar(z et al. 2004). Alteren Patienten,

die bei diesem Therapieschema eine hohere Mottalitfiweisen, kann als Alternative die



weniger toxische Kombination Arsentrioxid/ATRA amgeen werden (Kebriaei et al. 2008).
Um einer moglicherweise auftretenden Koagulopatieizubeugen, sollte ATRA mdglichst
frihzeitig verabreicht werden und Thrombozytenwestavie Serum-Fibrinogen oberhalb
bestimmter Grenzwerte gehalten werden (Tallmanl.eRQ0D7). Als Postremissionstherapie
der APL werden Ublicherweise 3 Zyklen einer Kordieliungschemotherapie mit Idarubicin
und ATRA verabreicht (Kebriaei et al. 2008). Einziiv der APL sollte mit Arsentrioxid
oder Gemtuzumab-Ozogamicin und anschliel3ender cag@ol(bei kompletter molekularer
Remission) oder allogener (bei minimal residuellgkrankung) Stammzelltransplantation
behandelt werden (Tallman 2007). Auf diese Weisenkain rezidivfreies 5-Jahresiuberleben
von etwa 75% erreicht werden, womit die APL die gjigste Prognose aller Formen der
AML besitzt (Ravandi et al. 2009).

In der Therapie der AML spielt also die Behandlutig, im Rahmen Klinischer Studien statt-
findet, eine bedeutende Rolle. Histondeacetylabéitoren gehéren zu den Medikamenten,
die derzeit in diesen Studien untersucht werdendi@@ufgrund ihrer geringen Toxizitat vor
allem in der Behandlung alterer Patienten einevaiim Alternative darstellen (Bellos und
Mahlknecht 2008).

1.2 Resistenzmechanismen

von Malignomen

Resistenz von Tumoren gegenuber Chemotherapeutikaprimér vorhanden oder wahrend
der Therapie erworben — ist ein ubiquitdres uneésider grof3ten, immer noch ungeldsten
Probleme der Onkologie. Im Folgenden wird ein kurdberblick tiber die verschiedenen

Mechanismen gegeben, die zur Chemoresistenz vorofemnfihren konnen (Aufbau und

Inhalt orientieren sich an der Ubersichtsarbeit Gatesman et al. aus dem Jahr 2002):

m Verminderung der Medikamentenmenge, die den Tumor reeicht:
« Geringe Absorption bei oraler Aufnahme von Medikeaten
« Verstarkter Metabolismus von Medikamenten
« Erhdhte Ausscheidung von Medikamenten mit degé&elrniedrigter Blutkonzentrationen

« Verminderte Diffusion der Medikamente aus demt Bilden Tumor



« Abnorme Vaskularisation. Sie fuhrt zu vermindert8lutfluss innerhalb des Tumors,
geringerem Druckgradienten zwischen Gefal3lumen wmekstitiellem Tumorgewebe
sowie lokaler Hypoxie, die dariber hinaus Tumoregnund Tumorprogression durch
Induktion von ,hypoxia-inducible factors* férdeddin 2001, Rankin und Giaccia 2008)

« Tumorgeometrie und extrazellulare Matrix (Greeale1999, Pluen et al. 2001)

m Herabgesetzte Sensibilitdt gegentber Medikamentenudch genetische und epigene-
tische Veranderungen der Krebszellen:

« Veranderung der zellularen Angriffspunkte einesdMamentes

« Verstarkte Reparatur eines Medikamenten-indwerieBichadens (v.a. DNA-Schaden)

« Aktivierung von Enzymaktivitaten, die bestimmte dileamente oder Klassen von Medi-
kamenten spezifisch abbauen (z.B. Cytidindeamin@amarini et al. 2001)

« Zellulare ,Multidrug resistance®, d.h. mangeln8ensibilitat gegentber einer Vielzahl
strukturell und mechanistisch nicht verwandter tytscher Substanzen, vermittelt
durch:

- verringerte Medikamentenaufnahme in die Tumdezelies betrifft v.a. wasserlosliche
Medikamente, die durch Endozytose aufgenommen weoder Uber Transporter und
Carrier, deren physiologische Aufgabe in der Vagsog der Zelle mit N&ahrstoffen
liegt, ins Zytosol gelangen (Liang et al. 2004)

- Aktivierung von zellularen EntgiftungssystemerB. des Cytochrom P450-Enzymsys-
tems (McFadyen et al. 2001)

- Gestorter Ablauf der Apoptose, z.B. durch im Rah der malignen Transformation
mutiertes oder nicht-funktionales p53 (Lowe etl893), Uberexpression von anti-apop-
totischen Proteinen der Bcl-2-Familie (Frenzel le2809) oder Verdnderungen in der
Regulation des Zellzyklus, wie Inaktivierung von eCkpoints, wodurch die medi-
kamentose Einleitung der Apoptose verhindert wgcdhinidt und Bastians 2007)

- Vermehrte Expression von ATP-abhangigen EffluxApen (v.a. ABC-Transporter),
die Medikamente aus dem Hyaloplasma Uber Membramemeg entweder in den Ex-
trazellularraum oder intrazellulare Kompartimemgssportieren und somit die zytosoli-

sche Konzentration der Medikamente vermindern (Bxtat. 2001)



1.3 Ablauf der Apoptose

Im Hinblick auf die in der vorliegenden Arbeit vaendeten Testverfahren wird hier kurz der
Verlauf der Apoptose umrissen.

Apoptose kann von Signalen aus der extrazellulglignoumgebung (extrinsisch) sowie Sig-
nalen aus subzellularen Kompartimenten wie denk&eiloder dem Zytosol (intrinsisch) ini-
tiiert werden. Der extrinsische Weg wird durch Adgrung von membranstandigen Rezepto-
ren vermittelt. Dies geschieht im Fall der sog. J&€srezeptoren“ (z.B. Tumornekrosefaktor-
Rezeptor 1) durch Bindung von Liganden, bei sogpghdence receptors® durch die Abwe-
senheit ihrer Liganden und flhrt jeweils zur Akgirang der Initiatorcaspasen 8 und 10 (Gal-
luzzi et al. 2007). Der intrinsische Weg, der w@n den konventionellen Chemotherapeutika
ausgeldst wird, ist gekennzeichnet durch die Pebiigiarung mitochondrialer Membranen
(Kroemer et al. 2007, Ashkenazi 200B)nerseits hat dies den (messbaren) Verlust des mit
chondrialen Transmembranpotentialdl(,) zur Folge, andererseits die Freisetzung von Pro-
teinen aus dem Intermembranraum des MitochondrimsZytosol und den Zellkern (Gal-
luzzi et al. 2007). Ein Teil der freigesetzten Bno¢ (z.B. Cytochrom c) fiihrt im Zytosol zur
Aktivierung der Initiatorcaspase 9, ein anderet {2B. Endonuklease G) férdert unabhangig
von Caspasen die Chromatinkondensierung im Zellkiroemer et al. 2007). Der Verlust
von AY, ist eng gekoppelt mit der darauffolgenden Extesiexiung von Phosphatidylserin
(Ferraro-Peyret et al. 2002). Das Prasentieren Rioosphatidylserin an die Zellumgebung
dient der Erkennung und Phagozytose apoptotiscekgrzdurch Phagozyten (van Engeland
et al. 1998).

Extrinsischer und intrinsischer Weg minden in ejeeneinsame letzte Phase der Apoptose,
die durch die Aktivierung der Effektorcaspasen 3in@ 7 charakterisiert ist und zur DNA-
Fragmentierung durch Desoxyribonukleasen fuhrt, eeas Tod der Zelle besiegelt (Galluzzi
et al. 2007, Huerta et al. 2007, Nagata 2005). Eedindung zwischen extrinsischem und
intrinsischem Pfad besteht allerdings bereits meraifriiheren Zeitpunkt: die Uber extrazellu-
lare Signale aktivierte Initiatorcaspase 8 induziea. auch die Permeabilisierung mitochon-
drialer Membranen und alle damit verbundenen Felgdionen, wie Verlust voAY, und
Externalisierung von Phosphatidylserin (Kroemealet2007). Die beiden zuletzt genannten
Phanomene finden also, ebenso wie die DNA-Frageremtgy sowohl bei intrinsisch als auch
bei extrinsisch ausgeltster Apoptose statt undegiggich daher als Parameter zur Erfassung
der Apoptose unabhangig von der Natur des initiskmulus.



1.4 ABC-Transporter

1.4.1 Klinische Relevanz von ABC-Transportern

Einige ATP-binding cassette (ABC)-Transporter lzsit— wie bereits unter 1.2 erwahnt —
die Fahigkeit, malignen Zellen eine Kreuzresistgegen viele Zytostatika bzw. pleiotrope
Chemoresistenz oder sog. ,Multidrug resistanceVeuteihen. Hierbei kann es aufgrund der
breiten Substratspezifitdt der Transporter auchRaesistenzen gegen Chemotherapeutika
kommen, mit denen die Malignome vorher nie Konta&tten; in der klinischen Situation
kann dies zu einem fehlenden Ansprechen auf eineitZWwzw. Drittlinien-Chemotherapie
fuhren. Tabelle 2 gibt einen Uberblick tUber die htigsten Chemoresistenz-assoziierten
ABC-Transporter, ihre Substrate, zu denen aucle vithemotherapeutika zahlen, und ihre
Organverteilung im menschlichen Korper (eine undgadere Ubersicht von ABC-Transpor-
tern befindet sich im Anhang). Die zugrundeliegenBaten wurden in vitro erzeugt, entwe-
der durch Selektion von Zellen mittels stufenweiBen6hung von Zytostatika-Konzentra-
tionen oder durch Uberexpression nach Transfektiomelner Efflux-Pumpen-Gene. Unter-
suchungen zum Einfluss der Expression von ABC-Tparisrn in Malignomen auf klinische
Parameter stellten sich als eine schwierigere Adgtar und ergaben nicht immer die erwar-
tete Konsistenz. Im Folgenden sind die Erkenntn&se diesen klinischen Studien zusam-
mengefasst: P-Glykoprotein, in den 1970er Jahrésheekt, war der erste im Zusammenhang
mit ,Multidrug resistance” beschriebene ABC-Trandgpo (Szakéacs et al. 2006). Friihe Stu-
dien konnte eine starke Expression von Pgp in lkamen des Kolon, der Nieren, der Neben-
nieren und der Leber, zeigen. Urséchlich daflirdass Pgp in diesen ex- und sekretorischen
Organen auch physiologischerweise in hohen Konagotren vorliegt (Lage 2008). Eine
Metaanalyse von 1997 kam zu dem Ergebnis, dassnP46 der Mammakarzinome expri-
miert wird, diese Expression mit einer erhohten Welheinlichkeit fir Therapieversagen ein-
hergeht und nach einer Chemotherapie ansteigt KTeval. 1997). Immunhistochemische
Analysen von Weichteil- und Osteosarkomen legtere eitarke Assoziation zwischen der
Menge an Pgp-Protein und rezidivfreiem Uberlebemis@Gesamtiiberleben dar; dies konnte
allerdings mit anderen Methoden nicht bestatigtdear(Gottesman et al. 2002). Die einheit-
lichsten Daten Uber die Verbindung von Pgp-Expagssind klinischem Ergebnis liegen zur
akuten myeloischen Leukamie vor. Hier korrelierie Bxprimierung von Pgp mit einer ver-
minderten Rate kompletter Remissionen und eineleskbteren Prognose und wahrend bei
Erstdiagnose ca. ein Drittel der Patienten Pgjhien leukamischen Zellen exprimierten, wa-
ren es bei einem Rezidiv Gber 50% (Leith et al.919ichieli et al. 1999Han et al. 2000,
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van der Kolk et al. 2000, Szakacs et al. 2006). ié&rgut etabliert ist die Rolle von BCRP
in klinischer ,Multidrug resistance” von MalignomeBCRP wurde in verschiedenen soliden
Tumoren nachgewiesen, besonders haufig in Malignotes Gastrointestinaltraktes, des En-
dometriums, der Lunge, und in Melanomen (Diestrale2002). Zur Fragestellung des Zu-
sammenhangs von BCRP-Expression und Prognose vororpatienten existieren wider-
spruchliche Publikationen (Robey et al. 2007). Eurtdye, aber bisher nicht bestétigte Ergeb-
nisse liegen lediglich zur Tumorentitat des ordhattenepithelkarzinoms vor: es zeigte sich
eine Korrelation zwischen der Exprimierung von BC&RRI dem Verlust der Zelldifferen-
zierung sowie einer verringerten Uberlebenszeie(fich et al. 2004). Des Weiteren wurde
BCRP auch in AML-Zellen nachgewiesen; eine Rolleds Resistenz dieser Zellen konnte
jedoch nur in einem Teil der Veroffentlichungendgglwerden (Abbott et al. 2002, Benderra
et al. 2004, Uggla et al. 2005). Eine mogliche &nkihg dafir lieferten vor kurzem Ho et al.,
die eine Assoziation der Pgp- und BCRP-Expressitrem Ansprechen auf Chemotherapie
lediglich in der Subpopulation der CD3€D38 AML-Zellen, den sog. leukamischen
Stammzellen, nachweisen konnten, nicht jedoch m diferenzierteren Zellen oder in der
Gesamtpopulation (Ho et al. 2008). Dieses Ergebprecht dafir, dass nur der durch Pgp
und/oder BCRP vermittelte Schutz einer kleinen @eupon leukamischen Stammzellen —
nicht jedoch der aller leuk&mischen Blasten — wip&tatika einen entscheidenden Prognose-
faktor darstellt. Neben der Pgp- und BCRP-Expriomegr scheinen in der AML auch die
ABCA3- und die MRP8-Expression die Prognose zurieeisen. In zwei vor kurzem verof-
fentlichten Studien korrelierten diese jeweils miiter reduzierten Gesamtuberlebenszeit der
Patienten (Chapuy et al. 2008, Guo et al. 2009. atenlage zum Einfluss der restlichen
ABC-Transporter auf den klinischen Verlauf onkokudier Patienten kann in folgenden Zu-
sammenhangen, die jeweils nur durch eine einzigeli&tbelegt sind, resiimiert werden:
MRP3-Expression und unginstige Prognose bei kineli@kuter lymphatischer Leukamie,
MRP4-Expression und schlechtes klinisches Ergeltr@is Neuroblastompatienten sowie
ABCB5-Expression und Tumorprogression von Melanorf&erinbach et al. 2003, Norris et
al. 2005, Schatton et al. 2008). UntersuchungerBearehung von MRP1-Expression zu Kli-
nischen Endpunkten ergaben inkonsistente Ergeb(szsdkacs et al. 2006).

1.4.2 Klinische Studien mit P-Glykoprotein-Inhibitoren

Seit Anfang der 1980er Jahre wurde nach Substagesucht, die eine durch P-Glykoprotein
vermittelte ,Multidrug resistance” aufheben konn@&@ottesman et al. 2002). Klinische Stu-

dien dazu vermochten jedoch bisher keine durchgehtden Erfolge zu melden. Die Griinde
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dafir sind vielféltig: die Pgp-Expression und diktiitat alternativer MDR-Mechanismen
des Tumors wurden vor den Behandlungen zumeist aitdlysiert; manche Pgp-Inhibitoren
fuhrten zudem in den erforderlichen Dosen zu tdescNebenwirkungen; aufRerdem resul-
tierten unvorhersehbare pharmakokinetische Intenagmh zwischen Inhibitoren und Chemo-
therapeutika in Unter- bzw. Uberdosierungen dern@therapeutika (Lage 2008). Dennoch
konnten 4 von 6 randomisierten Studien mit dentinbiien Cyclosporin A oder Quinin einen
klinischen Nutzen der Pgp-Inhibition in Patienteit AML oder Hochrisiko-MDS zeigen
(Solary et al. 1996, Wattel et al. 1998, Liu Yinabt 2001, List et al. 2001, Matsouka et al.
2006, Li et al. 2008). Die klinische Untersuchurguerer Pgp-Inhibitoren mit geringeren
pharmakokinetischen Wechselwirkungen, wie Tariquidder Zosuquidar, ist Gegenstand
aktueller Forschung.

1.4.3 Aufbau von ABC-Transportern

Alle ABC-Transporter weisen Ahnlichkeiten im Hintki auf Sequenz und Struktur auf: sie
besitzen eine ATP-bindende Region, die aus etwal1®90Aminosduren besteht und zwei
Walker Motive (Walker A und B), eine zwischen deraMér Motiven liegende sog. ,linker”
Region (auch Dodecapeptid- oder C-Region genamatetinige zusatzliche homologe Regio-
nen beinhaltet (Gottesman und Ambudkar 2001). bbhweise bilden zwei dieser ABC-Do-
manen zusammen mit zwei bis drei Transmembranregiatie zumeist aus insgesamt 12 bis
17 Transmembranhelices bestehen, einen ABC-Tramspgdiage 2008). In den meisten Pro-
karyoten wird diese Kombination durch vier einzelhaereinheiten erreicht, in Eukaryoten
sind gewohnlich alle funktionellen Doménen in eir@izigen Polypeptidkette zusammenge-
fasst. Manche Transporter werden dagegen von Heides Homodimeren gebildet, darunter
vermutlich auch ABCG2 (Gottesman und Ambudkar 2@Ayegy et al. 2001).

Die beiden ABC-Regionen bilden zusammen zwei fumdile Einheiten, die pro transpor-
tierter Substanz zwei Moleklle ATP hydrolysierenmBudkar et al. 2003). Experimentelle
Daten zur Funktion von P-Glykoprotein lassen veenutass eine ATP-Hydrolyse zu Kon-
formationsdnderung und daraus resultierender Sudissmslokation fuhrt, die zweite ATP-
Hydrolyse der Wiederherstellung des fur Substratehhaffinen Ausgangszustandes dient
(Ambudkar et al. 2003). Es wird angenommen, das3 thnsmembrandoménen die Substrat-
bindung und damit die Spezifitdt fir bestimmte Sabzen vermitteln (Lage 2008). Der
Transport erfolgt Gber biologische Membranen ddteZentweder in Zellen bzw. Zellorga-
nellen hinein oder aus diesen heraus. Hydropholbstte werden wahrscheinlich direkt in

der Membran gebunden und daraufhin transportieattéSman und Ambudkar 2001).
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Tabelle 2: Wichtige Chemoresistenz-assoziierte ABC-  Transporter, ihre Sub-
strate und Lokalisation im menschlichen Korper

Name und Substrate/Resistenzprofil Organ Referen-
Synonyme Chemotherapeutika andere zen®

Doxorubicin, Daunorubicin, Epi- neutrale und kationische organi- Gastrointesti- 1-7
rubicin, Actinomycin D, Bisan- sche Verbindungen: Colchicin, naltrakt, Leber,
tren, Mitoxantron, Vincristin, VinAtorvastatin, Digoxin, Losartan, Niere, Plazenta,
ABCB1 blastin, Vinorelbin, Paclitaxel, Amprenavir, Saquinavir, Erythro-Blut-Hirn-
> Docetaxel, Etoposid, Teniposid, mycin, Levofloxacin, lvermectin, Schranke, Lun-
MDR1, Irinotecan, SN-38 (zytotoxischerCimetidin, Lansoprazol, Amitrip- ge, Blut-Hoden-
PGP,  \etabolit von Irinotecan), tylin, Domperidon, Loperamid, Schranke, adul-
Topotecan, Methotrexat, ImatinilDndansetron, Vecuronium, Dexae Stammzellen,
(STI571), Romidepsin (FK228) methason, Morphin, Phenytoin, u.a.
Tacrolimus, u.v.m.

Doxorubicin*, Daunorubicin*,  Sulfatierte Ostrogene, Flavonoid Gastroinestinal 1, 2, 8-15
Epirubicin*, Bisantren, Mitoxan- Riboflavin, Triglutamat, Protoportrakt, Leber,
tron, Etoposid, Teniposid, Irino- phyrin IX, Pheophorbid a, cGMP Niere, Plazenta
tecan, SN-38, Topotecan, Prazosin, Zidovudin, Lamivudin, Brustdruse,

ABCG2, Diflomotecan, Methotrexat Abacavir, Nelfinavir, PMEA, PyriBlut-Hirn-

BCRP, Methotrexat -di- und trigluta-  methamin*, Sulfasalazin, Cipro- Schranke, Lun-

MXR, maf, Imatinib (STI 571), Flavopifloxacin, Nitrofurantoin, Dipyrid- ge, Prostata,

ABCP ridol, Gefitinib, Erlotinib, Cladri- amol, Leflunomid, Olmesartan, Endothel von
bin, Clofarabin, Fludarabin, 6- Pitavastatin, Glibenclamid, u.v.imVenen und
Mercaptopurin, Raltitrexed, (6- Kapillaren
Thioguanin ?, Gemcitabin ?, 5-
Fluoruracil ?)
Doxorubicin, Daunorubicin, Epi- glukuronidierte & sulfatierte orgaalle Organe 1,2,15-
rubicin, Mitoxantron,Vincristin, nische Anionen, z.B. glukuroni- 18

ABCC1, Vinblastin, Etoposid, Irinotecan, dierte/sulfatierte Ostrogene, Biliru-

MRP1 SN-38, Methotrexat, Imatinib, bin, Glutathion, Leukotrien C4,
Cyclophosphamid, Arsenik, Colchicin, Saquinavir, Grepa-
Romidepsin (FK228) floxacin, u.v.m.
Doxorubicin, Epirubicin, Vincris-organische Anionen, Glutathion, Leber, Niere, 1, 2, 4, 15
tin, Vinblastin, Mitoxantron, Pac glukuronidierte/sulfatierte Ostro- Gastroinestinal 16, 19
litaxel, Docetaxel, Etoposid, Irinigene, sulfatierte Gallensauren, Etrakt, Gehirn,

ABCC2, tecan, SN-38, Topotecan, lirubin-Glukuronide, Cysteinyl- Bronchi, Pla-
MRP2, Methotrexat, Cisplatin, Arsenik Leukotriene, Saquinavir, Ceftri- zenta
cMOAT axon, Grepafloxacin, Rifampicin,

GSH-Ethacrynsaure, Pravastatir
Temocapril, Diclofenac,
Acetaminophen, u.v.m.

Etoposid, Teniposid, MethotrexaGlukuronat- und Glutathion-Kon-Leber, Niere, 1, 2, 15,

(Vincristin ?) jugate, z.B. glukuronidierte OstraPankreas, Milz,20
ABCC3, gene, Bilirubin-Glukuronide, LeuNebenniere,
MRP3 kotrien G, Gallensauren, Mor-  Gastrointesti-
phin-Glukuronide, konjugiertes naltrakt, Plazen-
Acetaminophen, u.v.m. ta, Tonsillen

2 (1) Gottesman et al. 2002; (2) Szakacs et al. 2@)&hou 2008; (4) Dietrich et al. 2003; (5) Bas®t al.
2009; (6) Haslam et al. 2008; (7) Glaser 2007 Ki@hnamurthy und Schuetz 2006; (9) Bram et al.6200
(10) Robey et al. 2007; (11) de Wolf et al. 200&)(Cusatis und Sparreboom 2008; (13) Yuan €048;
(14) Yuan et al. 2009; (15) Gradhand und Kim 2008) Seo et al. 2007; (17) Xiao et al. 2005; (1BpZ et
al. 2008; (19) Nies und Keppler 2007; (20) Borsale2007

*diese Substanzen kénnen nur von mutiertem ABC@&asportiert werden (Glycin oder Threonin anstetla v
Arginin an Position 482 des ABCG2-Proteins)

“Methotrexat kann nur von Wildtyp-Protein (mit Argiran Position 482) transportiert werden
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Fortsetzung von Tabelle 2

Name und Substrate/Resistenzprofil o Referen-
rgan
Synonyme Chemotherapeutika andere J zen®
Irinotecan, SN-38, Topotecan, cAMP, cGMP, organische Ani- Leber, Niere, 1, 2, 15,
Rubitecan, Methotrexat, 6- onen, Gallensauren, glukuronididPankreas, Gas-18, 20—23

Mercaptopurin, 6-Thioguanin, te Ostrogene, Dehydroepiandro-trointestinal-
Cladribin, Cyclophosphamid, steron-Sulfat, Harnséure, Folsdutegkt, Blut-Hirn-

ABCC4, Ifosfamid, (Vincristin ?) Leucovorin, Prostaglandine, Ziddschranke, Lun-

MRP4 vudin, Abacavir, PMEA, Adefovirge, Ovar, Ho-
dipivoxil, Ganciclovir, p-Amino- den, Prostata,
hippursaure, Resveratrol, Hydro-Lymphozyten,
chlorothiazid, Furosemid, u.v.m. Thrombozyten
Methotrexat, Methotrexat-diglu- cAMP, cGMP, organische Anio- Leber, Blut- 1, 2, 15,
tamat, Pemetrexed, Raltitrexed, nen, Folséure, Zidovudin, AbacaHirn-Schranke, 18, 20,
ABCC5 6-Mercaptopurin, 6-Thioguanin, vir, Alaninyl-d4TMP, PMEA, Gehirn, Herz, 24-26
> 5-Fluoruracil, Cladribin, (Cispla- Adefovir dipivoxil, Quercetin, Muskeln, Blut-
MRP5 tin ?, Oxaliplatin ?, Cytarabin ?, Resveratrol, Cadmiumchlorid, Kigefaf3e, Uroge-
Gemcitabin ?) liumantimonyltartrat nitaltrakt, Pla-
zenta
Doxorubicin, Daunorubicin, Acti-Glutathion-Konjugate von N- Leber, Niere, 1,2, 27,
nomycin D, Etoposid, Teniposid Ethylmaleimid und DinitrophenolGastrointesti- 28
ABCC6 Cisplatin Leu_kotrien C4, BQ123 (_: Endo- naltrakt, Pa_n-
MRP6, thelin-Rezeptorantagonist) kreas, Gehirn,
Lunge, Haut,
Gefal3e, Herz,
u.v.m.
Vincristin, Vinblastin, Vinorelbin. Glukuronidierte Ostrogene, LeukPankreas, Le- 5, 26, 29
Paclitaxel, Docetaxel, Cytarabintrien G, PMEA, Zalcitabin (= ber, Niere, Lun:
Gemcitabin, 5-Azacytidin, Epo- ddC) ge, Milz, Gas-
thilon B trointestinal-
ABCC10, trakt, Gehirn,
MRP7 Plazenta, Ovar,
Hoden, Prosta-
ta, Kolon, Herz
Muskeln, Leu-
kozyten, u.v.m.
Methotrexat, 5-Fluoruracil, cAMP, cGMP, glukuronidierte/ Leber, zentrale®6, 30, 31
Cytarabin sulfatierte Ostrogene, Dehydroepind peripheres
ABCC11, androsteron-Sulfat, Gallensaurerervensystem,
MRPS8 S-(2,4-dinitrophenyl)-GSH, Fol- Plazenta, Brust-
saure, Leukotrien £ PMEA, Zal- driise, Hoden,
citabin (= ddC) u.v.m.

2 (1) Gottesman et al. 2002; (2) Szakacs et al. 2@)@essho et al. 2009; (15) Gradhand und Kim82Q08)
Zhou et al. 2008; (20) Borst et al. 2007; (21) Laggt al. 2004; (22) Tian et al. 2005; (23) Tiaale2006;
(24) Oguri et al. 2006; (25) Hagmann et al. 20@8) Kruh et al. 2007; (27) Belinsky et al. 20028)Beck et
al. 2005; (29) Hopper-Borge et al. 2009; (30) Tayet al. 2008; (31) Guo et al. 2009

1.4.4 Physiologische Funktion von ABC-Transportern

In der Literatur sind bisher etwa 1.100 untersdisbd Mitglieder der Familie der ABC-
Transporter beschrieben, die sieben verschiedemearfdmilien (ABCA bis ABCG) zuge-
ordnet werden koénnen (Gottesman und Ambudkar 2@Digse Transporter wurden in allen

bekannten Organismen gefunden. Der Mensch besitdt hisherigen Erkenntnissen 49 ver-



14

schiedene (Huls et al. 2009). Die meisten ABC-Pumamitteln direkt den Transport von
unterschiedlichsten Substanzen, wie Zucker, Amu@sd Glykane, Cholesterin, Phospho-
lipide, Peptide, Proteine, Antibiotika, Xenobiotikend Toxine (Gottesman und Ambudkar
2001). Andere wiederum sind Teile von regulierteneinkanalen, wie der CFTR Chloridka-
nal oder der Sulfonylharnstoffrezeptor (Dean e@01). Neben ihrer Rolle in malignen Zel-
len, kommen ABC-Transportern wichtige physiologs@&ufgaben zu. Darauf deuten sowohl
ihre weit verbreitete Expression in normalen Gewedtia, als auch eine Reihe von Krankhei-
ten, die mit Defekten dieser Proteine assoziied.s60 werden das ZNS, die Hoden, der he-
ranwachsende Fetus und ha@matopoetische Stammzhlieh die Expression von ABC-
Transportern an den jeweiligen EndothelschrankennadBlut zirkulierenden zellschadigen-
den Agenzien geschutzt (Szakéacs et al. 2006). Bandtyp von undifferenzierten hamatopo-
etischen Stammzellen der sog. "Side Populationd wargar - zumindest teilweise - durch die
Funktion von ABCG2 und P-Glykoprotein definiert f@cenberg et al. 2002). Neben dem
Schutz einzelner wichtiger Organe sorgen ABC-Trartsp in Leber, Niere und Gastro-
intestinaltrakt auch fir die Ausscheidung von Texinn Galle, Urin und Faeces und ver-
mindern dadurch deren Konzentration im gesamtem@sgus (Gottesman et al. 2002). Das
lasst auch einen Einfluss dieser Pumpen auf dierniti@kinetik von Medikamenten
annehmen. Studien konnten diese Annahme fir P-@igkein, ABCG2 und — zumindest in
Mausen und Ratten — MRP2 bestatigen (Kruijtzed.e2@02, Dietrich et al. 2003, Stewart et
al. 2004). Weitere Belege fur die enorme Bedeutdeig ABC-Transporter hinsichtlich der
normalen Physiologie des menschlichen Organisneferti jene 16 bisher bekannte Erb-
krankheiten, denen Defekte einzelner Efflux-Pumperunde liegen (Huls et al. 2009). Be-
ruhmtestes Beispiel ist die Mukoviszidose. Sie ltestiaus Mutationen des CFTR-Gens, das
auch unter dem Namen ABCC7 bekannt ist (GottesmdnAambudkar 2001).

1.4.5 Regulierung der Expression von ABC-Transportern und

Entstehung von Chemoresistenz

Die Expression von ABC-Transporter kann durch afiedzahl von chemischen (v.a. Xeno-
biotika) und physikalischen (oxidativer Stress, ®@nstrahlung, UV-Strahlung, Hitze-
schock) Einflissen induziert werden; dies ist aturicher Schutzmechanismus des Organis-
mus und einzelner Zellen vor zytotoxischen Verbimgkn, der in Tumorzellen die
Entwicklung einer Resistenz gegen Chemotherapefiiiiern kann (Zhou 2008, Toyoda et
al. 2008). Als eine weitere Mdglichkeit, Chemoresig zu erwerben, gilt die Amplifikation
von ABC-Transportergenen (Kuo 2009). DemgegenUbsteit die primére Resistenz bereits
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bei der Tumorentstehung und kommt u.a. in Malignomar, deren Ursprungsorgane physio-
logischerweise ABC-Transporter tberexprimierenspigle dafir sind Kolon-, Nieren-, Ne-
bennieren- und hepatozellulare Karzinome, die halinsische Pgp-Konzentrationen auf-
weisen (Lage 2008).

1.5 Resistenz gegen Nukleosidanaloga

Nukleosidanaloga sind eine wichtige Gruppe von ietaboliten, die sowohl in der Therapie
hamatologischer als auch solider Malignome eingésetrden. Sie ahneln physiologischen
Nukleosiden nicht nur strukturell, sondern auctdén Art und Weise ihrer Aufnahme in die
Zelle und ihres intrazellularen Metabolismus; selich werden sie in die DNA eingebaut,
was zur Inhibition der DNA-Synthese mit Abbruch de=u synthetisierten DNA-Stranges
fuhrt (Galmarini et al. 2001). Manche Nukleosidaga inhibieren zusatzlich Enzyme, die
bei der Produktion von Nukleotiden oder der RNA+{Bgse eine wichtige Rolle spielen
(Galmarini et al. 2001). Letztlich kénnen alle genten Effekte zum Zelltod flihren. Zu den
Nukleosidanaloga zahlen u.a. Cytarabin, Gemcitafungarabin, Cladribin und 6-Mercapto-
purin.

Wie bei der Anwendung von Chemotherapeutika and€l@ssen ist auch bei der Therapie
mit dieser Medikamentenklasse die Entstehung e@temoresistenz des Malignoms ein
grol3es und haufig auftretendes Problem. Die Mesha@m dieser Resistenzentwicklung wer-
den hier im Folgenden anhand der beiden in deregahden Arbeit verwendeten Nukleosid-
analoga Cytarabin und Gemcitabin besprochen. Zwssdoen Verstandnis ist in Abbildung 1
der intrazellulare Metabolismus von Nukleosidanalatprgestellt. Abgesehen von allge-
meinen Resistenzmechanismen, wie gestorter AbkuAgdoptose, resultiert Resistenz gegen
Nukleosidanaloga zumeist aus einer Verminderung idigazellularen Konzentration der
aktiven 5’-Triphosphat-Derivate (Galmarini et aD04). Dies kann durch verringerte Aufnah-
me in die Zelle, herabgesetzter Aktivierung durcimasen, verstarkten Abbau zu nicht-
toxischen Metaboliten oder aktiven Transport ausZ#dle heraus geschehen. So wurde eine
Assoziation zwischen verminderter Expression deklédsidtransporters Human equilibra-
tive nucleoside transporter 1 (hENT1), Gber denlbdlogidanaloga in die Zelle gelangen, und
einer Resistenz gegen Cytarabin und Gemcitabingeglesen (Zhang et al. 2007). Zudem
konnte als Ursache einer Resistenz gegen die beidehukleosidanaloga eine herabgesetzte
Aktivitat der Deoxycytidin-Kinase, sowie erhohte tAktaten der Pyrimidin-Nukleotidase |
und der Cytidindeaminase festgestellt werden (Gaimnat al. 2001, Galmarini et al. 2004,
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Fernandez-Calotti et al. 2005). Die Rolle der Daykylylat-Deaminase hinsichtlich einer
Resistenz gegen Cytarabin ist unklar; wahrend nmatbitersuchungen eine Verbindung mit
verminderter Aktivitat dieses Enzyms zeigen, lassgtere Studien auf eine Verknupfung mit
vermehrter Enzymaktivitat schlieen (Schréder et1888). Durch aktiven Efflux kdnnen

auch ABC-Transporter die intrazellulare Konzentmativon Nukleosidanaloga verringern.
Uber eine vermehrte Expression von MRP5 und BCRRideResistenzentwicklung gegen-
Uber Nukleosidanaloga wurde zwar berichtet, hilmencl belegt ist sie jedoch nicht (David-
son et al. 2002, Reid et al. 2003, Oguri et al.&2@porst et al. 2007, de Wolf et al. 2008).
AulBerdem wurden in Zusammenhang mit einer Resigjegen Cytarabin bzw. Cytarabin
und Gemcitabin erst kurzlich MRP8 bzw. MRP7 besthen (Guo et al. 2009, Hopper-Borge
et al. 2009).

Zellmembran o
Deaminierung Deaminierung

dCK
NA«@%—»NA 4 > NA-(P)
PN l

<(\ABQC) NA-(PXP) NDP:
S\ T RF

J
NlA- —\ dI\IlDPs

DNA-Synthese< dNTPs

Abbildung 1: Intrazellularer Metabolismus von Nukle osidanaloga
NukleosidanalogaNA) werden Uber spezifische Nukleosidtranspotér)( wie hENTL, it
die Zelle aufgenommen. Intrazellular werden sieedutie Deoxycytidin-KinasedCK) und 2
weitere Kinasen zum aktiven, mit der DNA-Synthederferierenden 5'-triphosphat-Deait
phosphoryliert. Einige Nukleosidanaloga (z.B. Geafun) inhibieren zuséatzlich die Ribo-
nukleotid-Reduktase RR), was Uber eine gehemmte Umwandlung von Ribontikleo
Diphosphaten NDP9g zu Desoxyribonukleotid-DiphosphatedNDP9 zu verminderte
Bereitstellung von Desoxyribonukleotid-Triphospma@NTP3 flr die DNA-Synthese fuht
Nukleosidanaloga konnen durch die Cytidindeane (CDA) oder die Deoxycytidylat-
Deaminase dCMPD) zu nicht-toxischen Metaboliten abgebaut werdere Byrimidin-
Nukleotidase | PN-I) kann einer Aktivierung der Nukleosidanaloga duf@&phosphory-
lierung entgegenwirken. Zudem sind ABC-TranspoféC), wie MRP7 und MRP8, da
in der Lage, Nukleosidanaloga (insbesondere in mloosphorylierter Form) aktiv aus
Zelle heraus zu befordern. Modifiziert nach Galmiaet al. 2001 und Guo et al. 2009.
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1.6 Histondeacetylase-Inhibitoren
(HDACH)

1.6.1 Histondeacetylasen (HDACs) und Krebs

Epigenetische Modifikationen spielen eine zentRddle in der Entstehung und Entwicklung
von Krebs (Weichert 2008). Dazu gehoren auch dietylierung und Deacetylierung von N-
terminalen Lysinresten der Histone durch Histonijtensferasen und Histondeacetylasen
(HDAC) (Walkinshaw und Yang 2008). Ein Uberwiegesr tHDAC-Aktivitat fuhrt zu His-
ton-Hypoacetylierung und als Folge davon zu Chrarkahdensation und transkriptioneller
Repression vieler Gene, u.a. von Tumorsuppressengé@arew et al. 2008). Inzwischen
konnten etliche Studien einen Zusammenhang zwisel®C-Exprimierung und klinischen
Parametern zeigen. So war in einigen verschied€narorentitiaten eine Uberexpression von
Klasse | HDACs assoziiert mit fortgeschrittenen rddaeitsstadien und schlechter Prognose,
wahrend eine verstarkte Expression von Klasse IRBB mit verlangerten Uberlebenszeiten
verbunden war (Osada et al. 2004, Saji et al. 28¥&maru et al. 2007, Marquard et al.
2008, Weichert et al. 2008a, Weichert et al. 2008kjchert et al. 2008c, Weichert et al.
2008d). Zudem wurden in den Malignomen im Vergleiohden korrespondierenden norma-
len Geweben Klasse | HDACs tendentiell vermehrgsse || HDACs meist vermindert expri-
miert (Weichert 2008).

Diese Erkenntnisse weisen darauf hin, dass die Mado der HDAC-Aktivitaten einen viel-

versprechenden Ansatz in der Behandlung von Tunuaestellt.

1.6.2 HDAUCI in klinischen Studien

Derzeit befinden sich mehr als ein Dutzend HDAGiruhter auch Natriumphenylbutyrat, in
klinischen Studien der Phasen I-lll zur Behandlwegschiedenster solider und hamatologi-
scher Malignome. Dabei werden sie sowohl als Esutrtanzen wie auch in Kombination
mit etablierten Chemo- bzw. Radiotherapieschemdtr meueren zielgerichteten Medika-
menten (,targeted drugs”) untersucht (Internetredie bei Clinicaltrials.gov, s. Anhang). Im

Oktober 2006 wurde Vorinostat (SAHA) als erstertbligleacetylase-Inhibitor fur die kli-

nische Anwendung bei Krebspatienten (mit kutanezell-Lymphom) durch die U.S. Food

and Drug Administration zugelassen (Marks und Bres2007).
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1.6.3 Einteilung der HDACIi

Histondeacetylase-Inhibitoren kénnen entsprechémer ichemischen Struktur in folgende
Gruppen unterteilt werden: Hydroxamsauren (Voriahg?anobinostat, Belinostat, Trichosta-
tin A, Scriptaid), kurzkettige Fettsauren (Valpséinre, Natriumbutyrat, Natriumphenylbuty-
rat = PBA, Phenylacetat, AN-9), Benzamide (MS-2WV&;CDO0103, CI-994) und zyklische
Tetrapeptide (Romidepsin = Depsipeptid = FK228 9GR28, Trapoxin A, Apicidin) (Wal-
kinshaw und Yang 2008). Daneben unterscheidenigle aich hinsichtlich ihres HDAC-
Inhibitor-Profils. Wahrend die Zielenzyme der Hydamsauren HDACs der Klassen I, Il und
IV sind, hemmen die Fettsduren Valproinsaure, Natbutyrat und PBA nur Klasse | und lla
(ausgenommen HDAC7) HDACs (Bieliauskas und PflR@®8, Smith und Workman
2009). Die Benzamide MS-275 und MGCDO0103 weisere eelektivitat fur die Klasse |
HDACs 1, 2 und 3 auf, das zyklische Tetrapeptid Riemsin fir die HDACs 1 und 2 (Bie-
liauskas und Pflum 2008). Laufende und zukinftiggd®n werden zeigen, ob selektivere
HDACI einen therapeutischen Vorteil (z.B. glinstegeNebenwirkungsprofil) gegentber den
Unspezifischen besitzen und welche HDACI bei bestiem Tumorentitaten oder molekula-
ren Profilen eines Malignoms die beste Wirkungederi.

1.6.4 Wirkmechanismen von HDACIi

Die Behandlung mit HDACI fuhrt zu einer Hyperacegging von Histonen und anderen Ziel-
proteinen der HDACs, darunter Transkriptionsfakbior€haperone und zytoskelettale Kom-
ponenten (Martinez-Iglesias et al. 2008). Die Albetyng von Lysinresten der Histone fuhrt
Uber die Neutralisierung der positiven Ladung zweeverminderten Affinitat zwischen His-
tonen und DNA mit der Folge, dass Chromatin in ejetockerte Form utberfuhrt wird und
Transkriptionsfaktoren besseren Zugang zu DNA &hgMottet und Castronovo 2008). Ins-
gesamt wird so die Expression von ca. 5 — 20% dagreGveréndert, wobei etwa gleich viele
Gene induziert wie reprimiert werden (Smith und Woan 2009).

HDACi konnen in Krebszellen Zellzyklusarrest, Di#@zierung, oxidativen Stress und
Apoptose induzieren (Carew et al. 2008). Der Zé&lizgarrest wird einerseits durch Induktion
von Inhibitoren Cyclin-abhangiger Kinasen, wie p2id p57, andererseits durch Reprimie-
rung von Cyclinen, Cyclin-abhangigen Kinasen urappoliferativen Transkriptionsfaktoren,
z.B. c-myc, erzielt (Smith und Workman 2009, Bagual. 2009). Zur Differenzierung malig-
ner Zellen tragen die vermehrte Expression von piie verstarkte TGB-Signaltransduk-
tion und die Reaktivierung von Genen, die Uber aberrante Rekrutierung von HDACs

durch Onkogene stillgelegt wurden, bei (Kim et28l06). So werden in der akuten Promyelo-
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zytenleukdmie (PML) wichtige Gene flur die myeloiDéferenzierung durch die chimeren
Onkoproteine PML-RAR bzw. PLZF-RARx reprimiert (Glaser 2007). Die Behandlung mit
HDACI fuhrt zu einer Sensibilisierung der PML-Zellgegenuber Retinoiden, den physiolo-
gischen Aktivatoren der supprimierten Gene, unibtrso in Kombination mit diesen die
myeloide Differenzierung voran (Kim et al. 2006)inBveiterer antitumoraler Effekt von
HDACI ist die Erzeugung reaktiver Sauerstoffspehiesgleichzeitiger selektiv in malignen
Zellen stattfindenden Hemmung der Induktion desigxndans Thioredoxin (Walkinshaw
und Yang 2008). Diese Erzeugung oxidativen Stressesammen mit der Féahigkeit von
HDACI, pro-apoptotische Proteine wie Bax und Bimakiivieren und die Expression anti-
apoptotischer Gene wie Bcl-2 und XIAP zu verminddeitet Apoptose Uber den intrinsi-
schen Weg ein (Mottet und Castronovo 2008). Dartibeaus sind HDACI auch in der Lage,
den extrinsischen Weg der Apoptose in Tumorzellsszaldsen. Dies geschieht durch Hoch-
regulierung der Expression sog. Todesrezeptores,ur@ TRAIL-R2 (DR5) sowie deren
Liganden Fas-L, TRAIL und Tumornekrosefaktor (Caetval. 2008).

Neben diesen direkt zytotoxischen Effekten auf iKeellen besitzen HDACI das Potential,
die Blutversorgung und das metastatische PotetgiglTumors sowie die Immunantwort auf
den malignen Prozess giinstig zu beeinflussen. Biner Verminderung des Hypoxie-indu-
zierten Anstiegs proangiogener Faktoren wie VEG# HitF-1a inhibieren HDACI die Tu-
morangiogenese (Kim et al. 2001). Maligne Invasiord Metastasenbildung werden ge-
hemmt durch vermehrte Expression interzellularehdsionsmolekile, z.B. ICAM-1 und E-
Cadherin, als auch von Inhibitoren der Matrix-Mietptoteinasen bei gleichzeitig supprimier-
ter Transkription von Matrix-Metalloproteinasen uthels — flir die metastatische Kolonisation
des Zielgewebes wichtigen — Chemokinrezeptors CXQW®attinez-Iglesias et al. 2008). Die
Fahigkeit von HDACI, Zellen zu vermehrter Exprimiag von HLA- bzw. MHC-Molektilen
anzuregen, konnte eine Stimulation der Immunantaoftden Tumor bewirken (Kim et al.
2006).
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1.6.5 HDACI in Kombination mit anderen Chemotherapeutika

Aufgrund der vielfaltigen zellularen Mechanismere HHDACI in Gang setzen, ergeben sich
einige aussichtsreiche Kombinationsmoglichkeiteh anderen Chemotherapeutika (s. Abb.
2). Viele In-vitro Studien zeigten bereits additiosder synergistische antitumorale Effekte
solcher Kombinationen (Drummond et al. 2005). Za &abstanzen bzw. Substanzgruppen,
deren Wirkung durch zusatzliche Gabe eines HDAGstéekt wurde, gehdren Standardche-
motherapeutika (z.B. Doxorubicin, Etoposid, TopatecChlorambucil, Paclitaxel, Fludara-

bin, Cytarabin, Gemcitabin, 5-Fluoruracil, Cisptatind Dexamethason), der DNA-Methyl-

Tumorwachstum Angiogenese + Invasion &
Zellzyklusarrest A Metastasierung v
Differenzierung

Oxidativer Stress

Immunantwort 1

Apoptose
HDAC-Inhibitoren
» TS84
DNA- \
Reparatur ¢ / \ ERat D.
NF+B, Kombi-
ﬂ Ros 4 Aufgelok- nation
Kombination mit Hsp90- Epigeneli- TRAIL, TRAIL- kerte ;“_;L
_DHA- ﬂ, Funktion + P13 R2, Fas, Fas-L || chromatin-
schadigenden sche Kombination
Agentien K;;bln:i:- ﬂ —— ﬂ struktur, mit ER-
- odulation Modulatoren
Bortezomib Kombination mit Kombination mit Topo t
HSPaD-Inhibitaren ﬂ Todesrezeptor-
bzwi. Inhibitoren liganden

von H5PS0- Kombination mit Kombination mit

Topoisomerase
II-Inhibitoren

Substraten DHMT-Inhibitoren
{z.B. BCR-ALI,
FLT3, HERZ/neu)

Abbildung 2: Antitumorale Effekte von HDACI und rat ionale Kombinationsmaog-
lichkeiten

Modifiziert nach Kurz et al. 2001, Kim et al. 20@Blaser 2007 und Carew et al. 2008
AbkirzungenNF«B = nuklearer Faktor kappa B, ROS = reactive oxygeecies (Reaktive
Sauerstoffspezies), HSP90 = Hitzeschock-ProteirB&R-Abl = onkogenes Fusionsprotein
aus den Proteinen BCR = breakpoint cluster regr@hAbl = Abelson murine leukemia viral
oncogene homolog 1, FLT3 = FMS-like tyrosine king&eHER2/neu = V-erb-b2 avian
erythroblastic leukemia viral oncogene homolog Z\MDI = DNA-Methyltransferase,
TRAIL = TNF-related apoptosis-inducing ligand, TRAR2 = TRAIL-Rezeptor 2, FAS =
Fatty acid synthase, FAS-L = FAS-Ligand, Topo [Tepoisomerase Il, ER= Ostrogenre-
zeptore, TS = Thymidylat-Synthase, 5-FU = 5-Fluoruracil
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transferase-Inhibitor Decitabin (= 5-Aza-2'-deoxydin), Liganden nuklearer Rezeptoren
(z.B. Tretinoin und Calcitriol), der Tyrosinkinagaiibitor Imatinib, der monoklonale Anti-
korper gegen HER2/neu, Trastuzumab, der Inhibitgeli@-abhéngiger Kinasen, Flavopiri-
dol, der Todesrezeptor-Ligand TRAIL, der HSP90-Aataist 17-AAG und der Proteasomin-
hibitor Bortezomib (Drummond et al. 2005, Dowdya&t2006, Glaser 2007).

Dennoch wurde auch immer wieder von antagonististhe@kungen solcher Kombinationen
in bestimmten Zellsystemen berichtet. So wurderda@iy von den Behandlungssequenzen
die zytotoxischen Effekte der Chemotherapeutikaddolicin, Epirubicin, Etoposid, Camp-
tothecin, Paclitaxel, Vincristin, Vinblastin, Metinexat, Cytarabin und Gemcitabin durch
begleitende Gabe eines HDACIi vermindert (Frommedle1993, Marchion et al. 2004, Be-
vins und Zimmer 2005, Tabe et al. 2006, de Rugteal. 2006, Kano et al. 2007, Kim et al.
2008b, Shiozawa et al. 2009). Als Ursachen furedi@stagonistischen Wirkungen wurden
folgende von HDACI ausgelosten Effekte angesehefizyklusarrest, Differenzierung, ver-
anderte Expression von Zielproteinen der kombiarer€hemotherapeutika und Induktion
von P-Glykoprotein (Tabe et al. 2006, de Ruijteale2006, Kano et al. 2007). Letzteres wur-
de bereits als Folge von Behandlungen mit den HDW&riumbutyrat, Valproinsaure, Tri-
chostatin A, Apicidin und Romidepsin (FK228) bediiat (Eyal et al. 2006, Robey et al.
2006, Tabe et al. 2006, Kim et al. 2008b). Sogararmalen und malignen peripheren mono-
nukleéren Zellen aus dem Blut von Patienten, dieRomidepsin behandelt wurden, konnte
eine verstarkte Expression von funktionellem Pgghgawiesen werden (Robey et al. 2006).
Zudem war Romidepsin in der Lage, einen weiterelCABansporter, ABCG2, in Krebszell-
linien zu induzieren (Robey et al. 2006).

Da sich jedoch bisherige Untersuchungen tberwiegahden vielversprechenden, synergis-
tischen Interaktionen von HDACi mit anderen Chereadpeutika beschéftigten, ist die Da-
tenmenge zu den unerwinschten, antagonistischerbikationen mit HDACi begrenzt. Ins-
besondere die Auswirkungen einer HDACIi-Behandlun§ die Genexpression von ABC-
Transportern in malignen Zellen und die Chemosditaibdieser Zellen ist bislang unzurei-

chend erforscht.

1.7 Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, den Einfluss\HDACI auf die Expression von Chemo-
resistenz-assoziierten ABC-Transportergenen undedresibilitdt von Leukdmiezellen gegen-

Uber Chemotherapeutika zu untersuchen.



2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Additiva

Bromphenolblau

BSA

destilliertes Wasser

DMEM mit Phenolrot

EDTA

Essigsaure

Ethanol

FBS

Glycerin

L-Glutamin

Fluka
(Buchs, Schweiz)

Roth
(Karlsruhe, Deutschland)

Delta Pharma GmbH
(Pfullingen, Deutschland)

Gibco/Invitrogen
(Karlsruhe, Deutschland)

Roth
(Karlsruhe, Deutschland)

Roth
(Karlsruhe, Deutschland)

Merck
(Darmstadt, Deutschland)

PAA Laboratories GmbH
(Pasching, Deutschland)

Merck
(Darmstadt, Deutschland)

Gibco/Invitrogen

(Karlsruhe, Deutschland)
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Natrium-Pyruvat

Penicillin (10.000 U/ml)/
Streptomycin (10.000 pg/ml)

PBS

RPMI 1640 Medium mit

Phenolrot

Tris-(hydroxymethyl)-amino-
methan (Tris)

Trypsin, 2,5% (10x)

2.1.2 Zelllinien

Gibco/Invitrogen

(Karlsruhe, Deutschland)

Gibco/Invitrogen
(Karlsruhe, Deutschland)

Biochrom AG
(Berlin, Deutschland)

Gibco/Invitrogen

(Karlsruhe, Deutschland)

OMNII Life Science

(Bremen, Deutschland)

Gibco/Invitrogen
(Karlsruhe, Deutschland)

CMK (humane akute megakaryoDSMZ

zytare Leukamie-Zelllinie)

(Braunschweig, Deutschland)

K-562 (humane Zelllinie etabliert DSMZ

aus einem malignen Pleuraergus@Braunschweig, Deutschland)
einer CML in der Blastenkrise)

23

KB-3-1 (humane Zervixkarzinom¥on Dr. Michael M. Gottesman, Laboratory

Zelllinie)

of Cell Biology, National Cancer Institute,

NIH, Bethesda (Maryland, USA) zur
Verfiigung gestellt
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KB-8-5 (mit 10 ng/ml Colchicin Von Dr. Michael M. Gottesman, Laboratory

selektierte KB-3-1 Zelllinie) of Cell Biology, National Cancer Institute,
NIH, Bethesda (Maryland, USA) zur
Verfiigung gestellt

KG-1a (humane akute myeloischBSMZ

Leukamie-Zelllinie) (Braunschweig, Deutschland)

2.1.3 Puffer

PBS/BSA-Puffer
50ml PBS
5ml BSA

auf 500ml mit destilliertem Wasser aufgefillt

50x TAE-Puffer
121g  Tris

28,5ml Essigsaure
25ml EDTA (1M)

auf 500ml mit destilliertem Wasser aufgefllt

6x Gel Ladepuffer
30% Glycerin
0,05% Bromphenolblau

in RNase und DNase freiem Wasser

2.1.4 Gele

1% Agarose-Gel

1,79 Agarose NEEO (voRoth Karlsruhe, Deutschland)

in 200ml 1x TAE Puffer aufgekocht, danach

3,5ul der Ethidiumbromid-Losung (10mg/ml) (vétoth Karlsruhe, Deutschland)
hinzugegeben




2.1.5 Reagenzien und Markierungssubstrate

RNA-Isolierung

Absolutely RNA® Miniprep Kit ~ Stratagene
(La Jolla, CA, USA)

SmartSpec Plus Spektrophoto- Bio-Rad Laboratories GmbH

meter (Minchen, Deutschland)

cDNA-Synthese
SuperScript First-Strand Synthesiavitrogen
System for RT-PCR (Karlsruhe, Deutschland)

Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

AmpliTaq DNA Polymerase mit Applied Biosystems
10x PCR-Puffer (enthalt 15mM (Foster City, CA, USA)

10mM dNTP Mix mit dTTP Applied Biosystems
(Foster City, CA, USA)

UltraPure RNase, DNase free  Gibco/Invitrogen
water (Karlsruhe, Deutschland)

100bp-Marker-Mix fur Gelelektrophorese

50ug  100bp DNA Ladder (vomvitrogen Karlsruhe, Deutschland)
166ul 6x Gel Ladepuffer

7331l  RNase und DNase freies Wasser

Akkumulations-Assay
DMEM ohne Phenolrot Gibco/Invitrogen

(Karlsruhe, Deutschland)

BODIPY® FL Paclitaxel Molecular Probes
(Eugene, USA)



Rhodamin 123

Cyclosporin A

Verapamil

Trypanblau-Farbung

0,4%-ige Trypanblau-L6sung

MTS-Assay
MTS/PMS-Ldsung

Annexin V Assay

Annexinpuffer

Annexin V-FITC

50g/ml Propidiumjodid

TUNEL
APO-Direct Kit™

Calbiochem/Merck Biosciences

(Darmstadt, Deutschland)

Sigma-Aldrich
(Steinheim, Deutschland)

Sigma-Aldrich
(Steinheim, Deutschland)
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Gibco/Invitrogen(Karlsruhe, Deutschland)

Promega(Mannheim, Deutschland)

BD Pharmingen
(Heidelberg, Deutschland)

CALTAG Laboratories
(Hamburg, Deutschland)

Sigma-Aldrich
(Steinheim, Deutschland)

BD Biosciences
(Heidelberg, Deutschland)

Farbelbsung setzte sich pro Testansatz aus folgebualestanzen zusammen:

10ul Reaction Buffer
0,75l TdT Enzym
8ul FITC-dUTP

32ul destilliertes Wasser
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AY-Assay (Messung des mitochondrialen Membranpotentis)
DIOCs(3) Molecular Probes
(Eugene, USA)

50ug/ml Propidiumjodid Sigma-Aldrich
(Steinheim, Deutschland)

Zellzyklus-Analyse

Propidiumjodid-Farbelésung wurde aus folgenden Buzen zusammengesetzt:
5ml PBS (1x)

5ml RNAse (Konzentration: 2@@/ml)

10ul Propidiumjodid (Konzentration: 5mg/ml)

2.1.6 Zytostatika und Histondeacetylase-Inhibitoren

Natrium 4-Phenylbutyrat Alexis Biochemicals

(Griinberg, Deutschland)

2’,3’-Dideoxycytidin Sigma-Aldrich
(Steinheim, Deutschland)

5-Fluoruracil Sigma-Aldrich
(Steinheim, Deutschland)

Colchicin Merck
(Darmstadt, Deutschland)

Cytosinarabinosid Sigma-Aldrich
(Steinheim, Deutschland)

Daunorubicin Sigma-Aldrich
(Steinheim, Deutschland)



Doxorubicin

Etoposid

Gemcitabin

Mitoxantron

Paclitaxel

Topotecan

Valproinsaure

Vinblastin

2.1.7 Gerate

Brutschrank

Cryostorage System

Eppendorf-Pipetten
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Sigma-Aldrich
(Steinheim, Deutschland)

Bristol-Myers Squibb GmbH & Co. KgaA
(Muinchen, Deutschland)

Eli Lilly Regional Operations Ges.m.b.H
(Wien, Osterreich)

Baxter Oncology GmbH
(Halle/Westfalen, Deutschland)

Molecular Probes
(Eugene, USA)

GlaxoSmithKline GmbH & Co. KG
(Minchen, Deutschland)

Sigma-Aldrich
(Steinheim, Deutschland)

Sigma-Aldrich
(Steinheim, Deutschland)

Nunc GmbH & Co. KG
(Wiesbaden, Deutschland)

tec-lab
(Konigstein, Deutschland)

Eppendorf
(Hamburg, Deutschland)



Durchflusszytometer EPICS XL

Gefrierfach
« -20°C

. -86°C VIP™ SERIES

Gelelektrophorese System

Horizor® 11.14

Kuhlschrank

Mikroskop Axiovert 25

Molecular Imager Gel Doc XR

System

MyCycler Personal Thermal

Cycler

Neubauer Zahlkammer

Pipetboy

Power Pack P2

Sterilbank

Beckman Coulter
(Krefeld, Deutschland)

Liebherr

(Ochsenhausen, Deutschland)

SANYO
(Miinchen, Deutschland)

Biometra

(Gottingen, Deutschland)

Liebherr

(Ochsenhausen, Deutschland)

Zeiss

(Jena, Deutschland)

Bio-Rad Laboratories GmbH
(Muinchen, Deutschland)

Bio-Rad Laboratories GmbH

(Minchen, Deutschland)

Paul Marienfeld GmbH & Co. KG

(Lauda-Konigshofen, Deutschland)

INTEGRA BIOSCIENCE

(Fernwald, Deutschland)

Biometra

(Gottingen, Deutschland)

HERAEUS

(Hanau, Deutschland)
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ELx800 Universal Microplate
Reader (Software: kc junior)

Vortex REAX top

Waagen

* Analysewaage
(Modell Kern 770)

» Prazisionswaage
(Modell Kern PLJ 2100-LM)

Wasserbad Typ 1003

Zentrifugen
 Centrifuge 5415 D

* Megafuge

2.1.8 Verbrauchsmaterial

Aqua DeltaSelect

Reaktionsgefalie

Probenréhrchen
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BioTek
(Bad Friedrichshall, Deutschland)

Heidolph
(Schwabach, Deutschland)

Kern & Sohn GmbH

(Ballingen-Frommern, Deutschland)

Kern & Sohn GmbH

(Ballingen-Frommern, Deutschland)

Gesellschaft fur Labortechnik GmbH
(Burgwedel, Deutschland)

Eppendorf
(Hamburg, Deutschland)

HERAEUS

(Hanau, Deutschland)

DeltaSelect GmbH
(Dreieich, Deutschland)

Eppendorf
(Hamburg, Deutschland)

Becton-Dickinson
(Heidelberg, Deutschland)
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Zentrifugenréhrchen (50ml) Becton-Dickinson
(Heidelberg, Deutschland)

Serologische Pipetten Falcon
(Heidelberg, Deutschland)

Pipettenspitzen Sarstedt

(NUmbrecht-Rommelsdorf, Deutschland)

6-Well-Platten

12-Well-Platten Nunc GmbH & Co. KG
96-Well-Platten (Wiesbaden, Deutschland)
Gewebekulturflaschen Greiner

(Frickenhausen, Deutschland)

2.2 Methoden

2.2.1 Kulturbedingungen

Die Zelllinien CMK, K-562 und KG-1a wurden in RPNI640 Medium mit 10%-igem Anteil
an FBS gehalten. KB-3-1 und KB-8-5 Zellen wurderDIMIEM kultiviert, versetzt mit 10%
FBS und 1 mM Natrium-Pyruvat.

Allen Medien wurden 2 mM L-Glutamin und 1 % der Rdhn/Streptomycin-Lésung zuge-
setzt. Die Inkubationstemperatur lag befGy7der CQ-Anteil bei 5%; die Luftfeuchtigkeit
betrug 100%.

2.2.2 Semiquantitative Reverse Transcriptase Polymerase-
Ketten-Reaktion (RT-PCR)

Die Vorbereitung der Zellen und die Isolierung VBNA erfolgten unter Verwendung des
Absolutely RNA® Miniprep Kit (Stratagengnach Angaben des Herstellers. Zur Vorbereitung
der Zellen auf die RNA-Isolierung wurde jeweils @ifellsuspension mit ca. 1@ dellen in

ein Zentrifugenréhrchen Gberfuhrt, 5 Minuten largg b.400 rpm zentrifugiert und die Zellen
nach Verwerfen des Uberstandes in der Restflussiggsuspendiert sowie in ein Reaktions-

gefal3 Uberfuhrt. Daraufhin wurden die Zellen ineeiMikrozentrifuge wiederum 5 Minuten
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bei ca. 3.000 rpm zentrifugiert, der UberstandetstEppendorf-Pipette komplett entfernt und
das Zellpellet in einer Mixtur aus 3@l0Lysepuffer und 2,pl B-Mercaptoethanol geldst. Bis
zur RNA-Isolierung wurde dieses Gemisch bei -809tbewahrt.

Zur RNA-Isolierung wurde jeweils das gesamte ZsHlyin ein mit einem Filter versehenes
und in einem Auffanggefal} platziertes Reaktiond§je&fégeben und bei 13.000 rpm in einer
Mikrozentrifuge zentrifugiert. Das Gefald wurde verfen, das Filtrat mit 350 70%-igem
Ethanol versetzt, ca. 5 Sekunden lang gemisclainimit einer RNA-bindenden Fasermatrix
ausgestattetes Reaktionsgefal3, das ebenfalls memehAuffanggefa? umgeben ist, transfe-
riert und 60 Sekunden lang bei 13.000 rpm zentiefigAnschlieRend wurde das Filtrat ent-
fernt, das Reaktionsgefald mit @0Miedrig-Salz-Puffer gewaschen und wiederum 60uBek
den lang bei 13.000 rpm zentrifugiert. Dem Verwerfles Filtrats und einer nochmaligen 2-
minutigen Zentrifugation bei 13.000 rpm folgte dlegabe der DNase-Lo6sung, die zuvor
durch vorsichtiges Vermengen vonub@Nase-haltigem Puffer mityh RNase-freier DNase |
hergestellt worden war, direkt auf die Fasermafieser Ansatz wurde 15 Minuten lang bei
37°C in CQ-freier Atmosphare inkubiert und im Anschluld daBamal gewaschen: zuerst mit
600ul Hoch-Salz-Puffer, dann mit 6@Dund 30Qu Niedrig-Salz-Puffer. Dem letzten Wasch-
schritt folgte zum Trocknen der Fasermatrix einatdigation fur die Dauer von 2 Minuten
bei 13.000 rpm. Das Auffanggefal3 wurde verworfeags Beaktionsgefal3 (inklusive der Fa-
sermatrix) in ein grol3eres Reaktionsgefald (1,5mhsferiert. Nach Zugabe von |BCElu-
tionspuffer auf die Fasermatrix wurde der Ansafgliduten lang bei Raumtemperatur inku-
biert und daraufhin 1 Minute lang bei 13.000 rpmteaéugiert. Die eluierte RNA wurde bis
zur cDNA-Synthese bei -8Q gelagert.

Nach spektrophotometrischer Quantifizierung deftiesien RNA (Messung der optischen
Dichte bei 250nm) wurden fur die cDNA-Synthese 3@ng dieser RNA, dl oligo(dT);2-1s
(Konzentration 500g/ml) und Ll dNTP Mix (Konzentration 10mM) in ein PCR-Tube auf
Eis pipettiert und mit RNase-freiem Wasser auil Hufgefullt. Dieses Gemisch wurde dann
5 Minuten lang auf 68 erhitzt und nachfolgend fir die Dauer von 1 Menatf Eis gestellt.
Nun wurden Bl 10x First-Strand-Puffer, d MgCl, (Konzentration 25mM), @ DTT (Kon-
zentration 0,1M) und RNaseOUT" (Konzentration 40 U/ml) zugegeben, mit Hilfe einer
Pipette vorsichtig gemischt und danach kurz zergrgrt. Es folgten eine 2-mindtige Inkuba-
tion bei 42°C und die Zugabe vopl BuperScript Il RT (Konzentration 200 U/ml), dieHut-
sam mit dem restlichen Inhalt vermischt wurde. Naeifteren 50 Minuten bei 42°C und einer

anschlieRenden Erhitzung auf 70°C fur die DauerMMinuten wurden die Ansatze mit der
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jetzt enthaltenen cDNA entweder sofort flir eine PEiRgesetzt oder davor bei -20°C
gelagert.

Fur die Durchfiihrung der PCR wurden jeweild 20x PCR-Puffer (mit 15mM MgG), 3,21
dNTP Mix mit dTTP (Konzentration 10mM), je @UPrimer 1 und Primer 2 (Konzentration
der Primer 2(M), 0,4ul AmpliTaq DNA Polymerase, 36 RNase- und DNase-freies Wasser
und 1Qul des cDNA-Ansatzes in ein PCR-Tube zusammengeifiidtanschliel3end im Cycler
amplifiziert. Die verwendeten Primersequenzen gintabelle 3 aufgefihrt. Tabelle 4 enthalt

die Anzahl, Tabelle 5 den Ablauf der Amplifizierwszyklen.

Tabelle 3: Sequenzen der eingesetzten Primer

Gen Primersequenz
B-Aktin for 5—ATG TTT GAG ATC TTC AAC AC-3
rev 5-CAC GTC ACA CTT CAT GAT GG-3'
ABCB1 for 5—TTC AAA CTT GTC ACA ATG CAG ACA GCA GGA-3
rev 5-GGT TGC AGG CCT CCATTT ATA ATG GCA CAA-3’
ABCGa for 5>-AGA TGG GTT TCC AAG CGT TCAT-3
rev 5-CCA GTC CCA GTA CGA CTG TGA CA-3’
ABCC1 for 5-TAC CTC CTG TGG CTG AAT CTG G-3
rev5-CCG ATT GTC TTT GCT CTT CAT G-3
ABCC3 for 5’1—ATC AGA CAG AGA TTC GAG AGA AGG—31’
rev5-CTC AGC TGT CTC ATAAAC TGC TTC-3
ABCC4 for 5”—CCA TTG AAG ATC TTC CTG G—13’
rev5'-GGT GTT CAATCT GTG TGC-3
ABCC5 for 5’,—GAG AAT GGG GAT AACTTC TCA GTG—3,’
rev 5-TCT CCC TAA AAG TGA AAC ACA CAA-3
ABCC6 for 5—-CGA GAG GAA AAA GGG AGT TCA GT-3’
rev5-TCC TCA TCC ACT CCT TTT CAA GC-3
ABCC10 for 5-CTG AAC TCA GAC CGG GTG C-3
rev 5-GGG ACC TCC GAG TGA G-3
ABCC11 for 5-TAC AGA TGT GGT GGA AAA CGG TGG-3’
rev 5-CTC CAT GAA GTC TCC ACATCT CCT-3
Cytidindeaminase for 5-GGA GGC CAA GAA GTC AG-3

rev 5-GAC GGC CTT CTG GAT AG-3’

for 5-AAT CGG CGA TGT ACT AGA G-3’
rev 5'-CAT CTG CCATTC TTA AGT CTC-3

for 5-ATG GCC ACC CCG CCC AAG-3
rev 5-TCA CAA AGT ACT CAA AAA CTC-3

for 5-AAT GGG TGC AGT GAT GAC-3
rev5'—-CTT AGC GCATTC ATT ACA AG-3’

Human equilibrative for 5-GCT GGG TCT GAC CGT TGT AT-3
nucleoside transporter 1~ rev 5'-CTG TAC AGG GTG CAT GAT GG-3’

Pyrimidin-Nukleotidase I
Deoxycytidin-Kinase

Deoxycytidylat-Deaminase
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Tabelle 4: Anzahl der Amplifizierungszyklen

Gen Anzahl an Zyklen
B-Aktin 24
ABCB1, ABCG2, ABCC1, ABCC3-6, ABCC10-11 35
Cytidindeaminase 35
Pyrimidin-Nukleotidase I 28
Deoxycytidin-Kinase 28
Deoxycytidylat-Deaminase 26
Human equilibrative nucleoside transporter 1 28

Tabelle 5: Ablauf der Amplifizierungszyklen

96°C: 2 Minuten

Initiale Denaturierung 92°C- 4 Minuten

Je Zyklus:

Denaturierung 94°C: 1 Minute
Annealing 56°C: 1 Minute
Elongation 72°C: 2 Minuten

Terminale Elongation 72°C: 8 Minuten

2.2.3 Gelelektrophorese

Zur Auftrennung der DNA-Fragmente nach ihrer Lange zur visuellen Abschatzung der
einzelnen DNA-Mengen wurde eine horizontale Geletgdhorese mit anschlieRender Ethi-
diumbromid-Féarbung durchgefihrt.

Das 1%-ige Agarose-Gel (s. Material) wurde, nackkéchen und anschlieRendem Abkuhlen
auf 50°C, in eine horizontale Gelkammer gegossechNliem Erstarren wurde das Gel mit
einer 2-3mm grofRen Schicht 1XTAE Laufpuffer tbesmagDen 20ul Gesamtvolumen des
PCR-Produktes wurden nochl4-fach Ladepuffer mit Bromphenolblau beigefugdutOpl
dieses Gemisches, sowiepl@es 100bp-Marker-Mix in die Geltaschen gegebeie. &ek-
trophoretische Auftrennung erfolgte fur ca. 30 Metubei konstanter elektrischer Spannung
von 100V. Analyse und Dokumentation der unter U¥htifluoreszierenden DNA-Banden
erfolgte an dem Molecular Imager Gel Doc XR Sys{Bm-Rad Laboratories GmbH
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2.2.4 Akkumulations-Assay

Um die Transportfunktion von Zellen zu bestimmenraen Akkumulations-Assays durchge-
fuhrt. Dabei wird der intrazellulare Gehalt an fleszierenden Substanzen gemessen. Dieser
wird durch die Aktivitat von Transportern, welchie duoreszierenden Verbindungen aus der
Zelle pumpen, vermindert. Die Spezifitat fir daaisport-Protein wurde durch Zugabe von
Inhibitoren in Parallelansatzen tberprift.

Als fluoreszierende Substrate wurden Rhodamin 12BRODIPY® FL Paclitaxel, als Inhibi-
toren Verapamil und Cyclosporin A verwendet. Fin dékkumulations-Assay wurden je-
weils 250.000 Zellen in ein Probenréhrchen Ubetfibnd 4ml der Substratlosung
hinzugefiigt. Die Substratldsung bestand aus Rhadd®8 oder BODIPY FL Paclitaxel,
DMEM ohne Phenolrot, 10% FBS, 2 mM L-Glutamin un@clder Penicillin/Streptomycin-
Losung. Zusatzlich wurde zu jeder Probe ein Pdas$atz mit Zugabe eines Inhibitors
mitgefuhrt. Die Zellen wurden in ihren Lésungerntgeschitzt bei 37°C im Wasserbad fur
die in den Abbildungen angegebenen Zeitrdume imttibdann 3 Minuten bei 1.500 Upm
zentrifugiert und der Uberstand bis auf ca. 8D@erworfen. Bis zur anschlieBenden Messung
wurden die Probenréhrchen auf Eis gelegt. Es fagdBestimmung der Zell-Fluoreszenz bei
520nm (FL1-Detektor) am Durchflusszytometer, wateei 10.000 Zellen je Probe gemessen

wurden.

2.2.5 Messung des mitochondrialen Membranpotentials (AW,,)

Der Fluoreszenzfarbstoff DiQ3) ist ein membranpermeables Molekil, das siclyraai
seiner positiven Ladung nur in Mitochondrien viabfellen mit vorhandenem Transmem-
branpotential anreichert (Bedner et al. 1999).

Fur den Ansatz zur Messung val, wurden jeweils 500.000 Zellen in 0,5ml Medium in e
Probenréhrchen Uberfihrt, undgd4der DIOG(3)-Arbeitslosung (Konzentration: m@/ml)
hinzugegeben, um eine Farbstoffkonzentration vodbag/ml zu erhalten. Nach kraftigem
Mischen wurden die Ansatze fur 30 Minuten bei eifiemperatur von 37°C im Wasserbad
inkubiert, danach 5 Minuten bei 1.400 Upm zentiidgugund der Uberstand anschlieRend ver-
worfen. Daraufhin wurde den Zellen jeweils 0,5mIS?BSA-Puffer und 10 der PI-Arbeits-
I6sung (Konzentration: 2@/ml) zugegeben, das Gemisch nochmals kraftig geoms fur

10 Minuten bei einer Temperatur von 4°C im Kuhlachr inkubiert. Nach nochmaligem
Mischen wurde die Fluoreszenz der Zellen bei 520Rbi-Detektor) am Durchflusszytome-
ter bestimmt. Zur Auswertung wurden aufgrund dessbeen Abgrenzbarkeit der Peaks nur

diejenigen Zellen herangezogen, deren Zellmembmaeimeabel fir Propidiumjodid war.
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2.2.6 Annexin V Assay

Das mit dem fluoreszierenden Farbstoff FITC korgutgi Protein Annexin V bindet hochaffin
an Phosphatidylserin, das apoptotische Zellen langfr iZellmembranaussenseite exponieren
(Bedner et al. 1999).

Fur die Annexin V-Farbung wurden jeweils 500.000ledein ein Probenréhrchen tberfuhrt,
5 Minuten lang bei 1.400 Upm abzentrifugiert undm&erwerfen des Uberstandes mit PBS
resuspendiert. Es folgte eine weitere Zentrifugatler Zellen fur die Dauer von 5 Minuten
bei 1.400 Upm. AnschlieRend wurde der Uberstanddeviem abgekippt und den Zellen
50Qul Annexinpuffer, ol Annexin V-FITC — Losung des Herstellers sowiaullBI-Arbeits-
I6sung (Konzentration 2@/ml) zugegeben. Nach kraftigem Mischen wurdenAdisatze fir
15 Minuten bei einer Temperatur von 4°C im Kuhlsdhrinkubiert, nochmals gemixt und
sodann am Durchflusszytometer gemessen. Auch seudlielTest wurde die Fluoreszenz der
Zellen bei 520nm mit dem FL1-Detektor bestimmt. Awswertung wurden alle Zellen

unabhangig von ihrer Propidiumjodid-Aufnahme heemaogen.

2.2.7 TUNEL (terminal deoxynucleotidyltransferase dUTP nick
end labeling)

Bei diesem Test werden DNA-Fragmente mit Hilfe @&@zyms ,terminale Desoxyribonu-
kleotidyltransferase”, welches das FITC-konjugieitéTP an 3'-OH-Enden der DNA hinzu-
fugt, angefarbt (Darzynkiewicz et al. 1997).

Zum TUNEL-Assay wurden jeweils ca. 1¥1Rellen in ein Zentrifugenrohrchen tiberfiihrt, 5
Minuten lang bei 1.400 rpm zentrifugiert und nackrWerfen des Uberstandes in 50PBS
resuspendiert. Dazu wurden 5ml 1%-ige Paraformaldi¢ldsung gegeben und der Ansatz 15
Minuten lang auf Eis belassen. Die Zellen wurdeohnaweimaligem Waschen mit je 5ml
PBS abermals in 500 PBS resuspendiert, mit 5ml eisgekihltem 70%-igettimanol fixiert
und entweder fur mindestens 30 Minuten auf Eiseljéstder — wenn die Farbung nicht mehr
am gleichen Tag stattfand — bei -20°C gelagert.fiRierten Zellen wurden daraufhin abzen-
trifugiert und nach Verwerfen des Uberstandes zwakimit 1ml Wasch-Puffer A gewaschen.
Das Zellpellet wurde anschlieRend inub&arbelésung resuspendiert und mindestens 60 Mi-
nuten lang bei 37°C inkubiert. Dann wurde der Zsiension 1ml Wasch-Puffer B beige-
mischt, der sich daraus ergebende Ansatz 5 Minlateg bei 1.400 rpm zentrifugiert, der
Uberstand verworfen und die Zellen nochmals mit Wialsch-Puffer B gewaschen und zen-
trifugiert. Nach Resuspendierung der Zellen in |[BOPI/RNase-Losung folgte die ab-

schlieBende 30-mindtige Inkubation im Dunkeln bauRtemperatur, bevor die Fluoreszenz
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der Zellen bei 520nm (FL1-Detektor) durchflusszy&tnsch bestimmt wurde. Zur Auswer-
tung wurden nur diejenigen Zellen herangezogen,sdib im Zellzyklus befanden (Aus-
schluss des Zelldetritus).

2.2.8 Trypanblau-Farbung

Der kationische Farbstoff Trypanblau dringt in b&rde bzw. tote Zellen ein, deren Plasma-
membran beschadigt ist, nicht jedoch in viable éelnit intakter Plasmamembran (Darzyn-
kiewicz et al. 1997).

Zur Trypanblau-Farbung wurden nach kréaftigem Miscl@wveils ca. 0,5ml Zellsuspension
aus den Zellkulturflaschen in Reaktionsgefalie iibetf SQu hieraus in ein Well einer 96-
Well-Platte pipettiert, dort mit 50 der 0,4%-igen Trypanblau-Lésung versetzt und dligh
durchgemengt. Das Gemisch wurde anschlielBend enNgubauer Zahlkammer eingebracht
und die Anzahl lebender, d.h. ungefarbter Zelleteudem Lichtmikroskop bestimmt. Es
wurden 4 Grol3quadrate ausgezahlt und die Zahlesiatgllen pro Milliliter Zellsuspension

errechnet.

2.2.9 MTS-Assay

Der MTS-Assay beruht auf der Reduktion eines faoTetrazolium-Salzes durch die De-
hydrogenase-Aktivitat viabler Zellen zum intensieféybten Formazan, das bei 490nm
photometrisch bestimmt werden kann (Leverone €286, Goodwin et al. 1995).

Zur Messung der Zellviabilitdt mittels MTS-Assay ndan jeweils 7l Zellsuspension, die
25.000 Zellen und PBA beinhalteten, in ein Wellegi6-Well-Platte pipettiert. Nach der In-
kubation dieses Ansatzes fur einen Tag bei einenpEeatur von 37°C wurden die in den
Abbildungen angegebenen Zytostatika und — um diezkptration aufrechtzuerhalten — PBA
mit einem Volumen von 50 hinzugefugt. In diesem PBA-Zytostatika-Gemischreen die
Zellen weitere 3 Tage bei einer Temperatur von 3ibiert und anschliel3end [@5der
MTS/PMS-LAsung in jedes Well gegeben. Die Messuag aptischen Dichte bei 490nm
folgte 1 bis 4 Stunden spater am ELISA Reader (BDxBniversal Microplate Reader von
BioTeR.

2.2.10 Zellzyklus-Analyse

Um den zellularen DNA-Gehalt, anhand dessen didzyduisverteilung ermittelt werden
kann, zu erfassen, wurde im Rahmen der vorliegedbeit eine Farbung der Zellen mit
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dem interkalierenden Fluoreszenzfarbstoff Propigaaia durchgefiihrt. Dazu wurden ca.
300.000 Zellen pro Ansatz in ein Probenréhrcheerfiibrt, 5 Minuten bei 1.400 Upm zentri-
fugiert und mit PBS gewaschen. Nach erneutem Zagteren bei gleichen Bedingungen und
Verwerfen des Uberstandes, wurde unter standigesthédin 1ml eisgekiihlten, 70%-igen
Ethanols langsam zugegeben, um die Zellen zu péiflisteren. Nachdem die Ansatze min-
destens 30 Minuten bei einer Temperatur von 4°C bidezu eine Woche bei -20°C aufbe-
wahrt wurden, wurden sie erneut 5 Minuten lang1b400 Upm zentrifugiert, der Uberstand
bis auf ca. 100 verworfen, 50Ql der Propidiumjodid-Farbelésung hinzugefligt uridsabut
gemischt. Es folgte eine mindestens 30-mindtigelbaktion der Zellen in dieser Lésung unter
Lichtschutz und — nach nochmaligem kréaftigem Veomén — die durchflusszytometrische
Bestimmung der Zellfluoreszenz bei 580nm (FL2-D&igknoch am gleichen Tag. Die
Auswertung der Daten erfolgte mit dem Computerpggogn ModFitLT™ 3.0 der Firma
Verity Software Housglopsham, USA).
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3 Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurde zunéachst untersudb Histondeacetylase-Inhibitoren
(HDACI) in Leuk&miezellen die Expression verschiggleChemoresistenz-assoziierter ABC-
Transporter auf MRNA-Ebene beeinflussen und dieuakldationseigenschaften dieser Zel-
len modifizieren. Nachfolgende Experimente analysiedie Auswirkung einer HDACI-Be-

handlung auf die Sensibilitat von Leukdmiezellegegaiber Zytostatika. Abschliel3end wurde
gepruft, ob HDACI auch die Expression von Resiggenen, die nicht der Familie der ABC-

Transporter-Gene angehéren, beeinflussen kénnen.

3.1 PBA induziert die mRNA Expression
Chemoresistenz-assoziierter ABC-

Transporter

Um den Einfluss einer Behandlung von Leukdmiezeténdem HDACIi PBA auf die Genex-

pression von Chemoresistenz-assoziierten ABC-Tatem zu erfassen, wurden die Zellen
der Linien CMK und KG-1a fiir 4 Tage mit PBA inkulieind nach 1 bzw. 4 Tagen mittels
semiquantitativer PCR auf Veranderungen der mRNAwgéefolgender ABC-Transporter-

gene untersucht: MDR1, ABCG2, MRP1, MRP3, MRP4, MR®MRP6, MRP7 und MRPS8

(s. Abb. 3). Wahrend PBA das MDR1- und MRP7-Gen ®®IK Zellen bereits nach 24

Stunden gering induzierte, war bei KG-1a Zellemkeinduktion des MDR1-Gens und eine
Herabregulierung des MRP7-Gens nach 24 Stundenansthlielender Hochregulierung
dieses Gens nach 96 Stunden Inkubation mit PB/Audsstllen. Die ABCG2- und MRP8-

MRNAs wurden in beiden Zelllinien sowohl durch eiemtagige als auch durch eine
viertdgige PBA-Behandlung deutlich vermehrt, die REIRmRNA hingegen wurde im Laufe
der Behandlung lediglich in KG-1a Zellen und dour marginal verstarkt exprimiert. Die
Expression der restlichen untersuchten Transpamerdplieb im Wesentlichen von PBA
unbeeinflusst.

Zusammenfassend ergeben sich daraus folgende &flektPBA-Behandlung: in CMK Zel-

len wurden die Gene ABCG2, MRP8 und — schwacheDRMund MRP7 induziert; KG-1a
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Zellen exprimierten ebenfalls ABCG2 und MRP8, sowie geringerem Ausmafl — MRP5

verstarkt.

3.2 Transportaktivitat von P-Glykoprotein
wird durch Behandlung mit PBA

beeinflusst

Im Folgenden wurde untersucht, ob PBA neben seibmftuss auf die Genexpression auch
eine Veranderung der Transportfunktion der Leukaslien bewirkt. Eine Vermehrung der
Menge an MDR1-mRNA muss nicht zwingend eine glamaiige Veranderung an funktions-
fahigem P-Glykoprotein bedingen (Yague et al. 2008)Hinblick auf eine Resistenz gegen
Chemotherapeutika ist aber die Pumpfunktion voerdssdler Bedeutung. Um die Transport-
aktivitat von P-Glykoprotein zu tberprifen, wurdékkumulations-Assays durchgefuhrt (s.
Material und Methoden).

Zur Bestatigung der These, dass die Akkumulatios Bgp-Substrates BODIFPYFL
Paclitaxel mit dem Niveau an exprimiertem P-Glylaipin korreliert, wurden die humanen
Zervixkarzinom-Zelllinien KB-3-1 und KB-8-5 benutztKB-8-5 Zellen wurden durch
Kultivierung von KB-3-1 Zellen mit 10 ng/ml Colchrc erzeugt (Akiyama et al. 1985).
Dadurch wurden Zellen selektiert, die den Phéanay®r sog. ,multidrug resistance” v.a.
aufgrund eines erhdhten Levels an P-Glykoproteiden Zellmembranen aufwiesen. Die
MDR1-mRNA Expression von KB-8-5 Zellen betragt etas 40-fache der parentalen Zellen
(Fojo et al. 1987). Damit verbunden ist eine im ¢leich mit KB-3-1 Zellen verminderte
Akkumulation von Pgp-Substraten wie Colchicin, Madiin oder Daunorubicin sowie eine
gesteigerte Resistenz gegen diese. Durch Zusat2gednhibitors Verapamil sind diese
Effekte zumindest teilweise reversibel (Fojo etl&85). Abbildung 4 zeigt die Akkumulation
des Pgp-Substrates BODIPY¥L Paclitaxel in KB-3-1 und KB-8-5 Zellen. Wie muwarten,
ist hier die im Vergleich zu den KB-8-5 sehr viélhere intrazellulare Substratanreicherung
in den KB-3-1 Zellen zu sehen. Die Pgp-Inhibitiorit i@yclosporin A verdnderte die
Akkumulation in KB-3-1 Zellen nur unwesentlich, étte allerdings die Fluoreszenzstarke
der KB-8-5 Zellen auf Werte, die mit denjenigen d&B-3-1 vergleichbar sind. Bei der
anschlieRenden Uberprifung der Leukamie-Zelllir@WiK und KG-1a auf ihnre Akkumula-

tionseigenschaften zeigten die CMK-Zellen nach regietadgigen Behandlung mit Natrium-
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phenylbutyrat eine im Vergleich zu unbehandeltefieAeverminderte Akkumulation der
Pgp-Substrate BODIPYFL Paclitaxel sowie Rhodamin 123 (s. Abb. 5, 6 Dtrazellulare
Substratanreicherung dieser Substanzen konnte $awiblVerapamil als auch mit Cyclo-
sporin A, beides Inhibitoren von Pgp und andererCABansportern, in behandelten wie un-
behandelten Zellen erheblich gesteigert werden.

Trotz fehlenden Nachweises einer Induktion von MOfRitch PBA in der semiquantitativen
PCR war auch bei KG-1a Zellen eine gering vermited&kkumulation von BODIPY FL
Paclitaxel in den mit PBA behandelten Zellen — {iehgn mit unbehandelten Zellen — festzu-
stellen (s. Abb. 6). Dieser Effekt war jedoch ggenausgepragt als bei den CMK Zellen. Die
Zugabe des Pgp-Inhibitors Cyclosporin A fihrte uréigig von der PBA-Behandlung
wiederum zu einer massiven Zunahme der Fluoreszteder Zellen.

Dies spricht daflr, dass die Transportaktivitég, idi beiden Zelllinien bereits bei unbehandel-

ten Zellen deutlich vorhanden ist, durch PBA-Behang weiter zunimmt.

3.3 PBA moduliert die Sensibilitat von
Leukamiezellen gegenuber verschie-

denen Chemotherapeutika

Die vorangegangenen Ergebnisse fuhrten zu der §tellymg, ob die Modulation der Genex-
pression der ABC-Transporter durch PBA-Behandlunghaeine erhdhte Resistenz gegen
Chemotherapeutika nach sich zieht. Um dem nachamgeturde der Einfluss von PBA auf
das Apoptoseverhalten von Zellen der Linien KG-fid CMK untersucht. Dazu wurden drei
Verfahren verwendet, die verschiedene Ereignisseumierschiedlichen Zeitpunkten im
Ablauf der Apoptose erfassen: Messung des mitoaimed MembranpotentialsA%,),
Annexin V-Test und TUNEL-Assay (Naheres dazu siEh#eitung). Zuséatzlich wurden mit
KG-1a Zellen Trypanblau-Farbungen und MTS-Assayslugefihrt.

3.3.1 Zytotoxizitat von HDACIi als Monotherapie

Wie in der Einleitung bereits erwahnt, wirken HDAGjtotoxisch, insbesondere auf maligne
Zellen. Um eine Modulation der Chemoresistenz diBehandlung mit PBA aufzuzeigen,
war es notig, geeignete Konzentrationen an PBArmleh, die eine vermehrte Expression der

ABC-Transporter hervorrufen, aber keine hohen Aps@taten verursachen. Hierzu wurden
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CMK und KG-1a Zellen fur 1 bzw. 4 Tage mit 1 mM,n2M, 3 mM und 6 mM PBA
behandelt und anhand des Annexin V-Tests unterskchtla Zellen reagierten weniger
sensitiv auf PBA als CMK Zellen (s. Abb. 8). Wahdedie 4-tdgige Behandlung mit 3 mM
PBA den Anteil Annexin V-positiver KG-1a Zellen gagiber der unbehandelten Kontrolle
lediglich um 2 % (5 % vs. 3 %) erhohte, zeigten CMi€llen bei gleicher HDACI-
Konzentration eine Steigerung des apoptotischelateils um 7 % (15 % vs. 8 %).

Diese Daten ermdglichten es, die optimalen PBA-kotrationen fir Versuche zur Inter-
aktion der Kombination von PBA und Chemotherapeutzki bestimmen: fur die Zelllinie
KG-1a war dies 3 mM, fur die Zelllinie CMK 2 mM. 8se Konzentrationen verursachten
nach 4-tagiger Exposition nur eine geringe Vermegr@2 %) der Annexin V-positiven
Zellen gegeniber den unbehandelten Kontrollzellenveiteren Vorversuchen mit verschie-
denen Behandlungsschemata, in denen PBA mit Chemaptbutika kombiniert wurde, er-
wies sich folgender Ablauf der Experimente als geei: Behandlung der Zelllinien mit bzw.
ohne PBA flr einen Tag sowie den darauffolgendesaZauder Zytostatika an Tag 2 fir wei-
tere 2 (fur dieAY-Messung) bzw. 3 (fir Annexin V-Test und TUNEL-Aggsdage. Abbil-

dung 9 veranschaulicht das Behandlungsschemaemitggarbeitet wurde.

3.3.2 Zelllinie KG-1a

Die Ergebnisse aus den Experimenten mit der ZellkG-1a sind in den Abbildungen 10-14
dargestellt. Die Behandlung mit PBA verlieh den K&Zellen eine Resistenz gegen alle ein-
gesetzten Zytostatika. Darin stimmten die drei Md#n zur Messung der Apoptose Uberein.
Den groften Einfluss auf das Apoptoseverhalten Kiérla Zellen tUbte PBA in der
Kombination mit 5-Fluoruracil (5-FU) aus: die Anmex/-positive Zellfraktion sank um 42
%, die Rate an Zellen mit zerstorted¥,, nahm um 63 % ab und der Anteil an TUNEL-
positiven Zellen verringerte sich um 41 %. Etwdsvgicher war die durch PBA-Behandlung
induzierte Resistenz der Zellen gegen Etoposid, é@abin und Cytosinarabinosid (Ara-C):
hier kam es zu Minderungen in den Apoptoserater28m32 % im Annexin V-Test, 19 - 30
% in der AY-Messung und 16 - 32 % im TUNEL-Assay. Die Sengitvder Zellen
gegenuber Vinblastin, Colchicin, Paclitaxel, Daurdmcin, Mitoxantron und Topotecan
wurde durch PBA nur moderat vermindert: es zeigtie sine Verringerung des apoptotischen
Zellanteils um 6 - 19 % im Annexin V-Test, 8 - 19ifder AY-Messung und 4 - 34 % im
TUNEL-Assay. 2’,3-Dideoxycytidin (ddC) induziertauch in hdéheren Dosierungen nur
geringe Raten an Annexin V-positiven ua®-negativen Zellen; eine Vermehrung von

DNA-Strangbrichen im TUNEL-Assay (Daten nicht ggkewar nicht zu erfassen. So war
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eine moderate Resistenzentwicklung durch PBA-Belnagdauch nur im Annexin V- und
AY¥-Test nachzuweisen, nicht jedoch im TUNEL-Assay.

In allen oben aufgefiihrten Versuchen wurde eineld&@BA verursachte Hemmung der Zell-
proliferation beobachtet. Um festzustellen, wiethde absoluten Zahlen lebender Zellen am
Ende der Kombinationsversuche war, wurde ein westétxperiment mit einem Versuchs-
aufbau analog zu den Vorherigen und mit 4 ausgdemidytostatika durchgeftuhrt. Am Tag
3 (s. Abb. 9) wurden die Trypanblau-negativen Zelter dem Lichtmikroskop ausgezahlt.
Als Zytostatika wurden Etoposid, Mitoxantron, Togedn und 5-Fluoruracil benutzt. Zu-
nachst bestatigte sich die Beobachtung, dass PB& mbliferationshemmende Wirkung auf
KG-1la Zellen ausubt: die PBA-Behandlung verringetie Zahl der Trypanblau-negativen
Zellen um etwa die Halfte (ca. 1.148.000 vs. 598.88llen/ml). Bei den Kombinationen von
PBA mit den Zytostatika Etoposid, Topotecan undbféhrte eine Vorbehandlung mit PBA
zu einer Vermehrung der Anzahl intakter ZellenAbb. 13). Entsprechend den Apoptose-
Tests war hier der Effekt bei 5-FU am starkstengaepsigt (ca. 238.000 vs. 110.000
Zellen/ml). Die Viabilitdt der mit Mitoxantron behdelten Zellen konnte PBA nicht in dieser
Weise beeinflussen.

Schlief3lich wurden mit nahezu allen in den Apoptests verwendeten Zytostatika und einem
Versuchsaufbau analog zu dem in den Apoptoseteststiien auch MTS-Assays durchge-
fuhrt. Eine geringe Induktion der Resistenz dureh@&dlung mit PBA war jedoch lediglich
gegen 5-FU und Mitoxantron und nur bei sehr hohenzentrationen dieser Substanzen fest-
zustellen (s. Abb. 14).

3.3.3 Zelllinie CMK

Die 3 bereits an KG-1a Zellen angewandten VerfalmanMessung der Apoptose wurden
auch mit CMK Zellen durchgefuhrt (s. Abb. 15-17).

PBA war in der Lage, CMK Zellen eine Resistenz geDaunorubicin, Doxorubicin und To-
potecan, sowie gegen 5-Fluoruracil zu verleihen.z&gten sich jedoch deutliche Unter-
schiede in der Starke der erworbenen Resistenzghelzider verwendeten Methoden. So
ergaben sich beispielsweise flr die Substanzen Grelropotecan folgende Mittelwerte und
Standardabweichungen der in den verschiedenen Blethgemessenen Apoptoseminderun-
gen durch PBA: 15,67 £ 11,55 % (5-FU) und 17,67338%6 (Topotecan).

Die Toxizitat von Mitoxantron konnte PBA in CMK 4eh nicht modulieren. Darin stimmten

der TUNEL-Assay und dida¥-Messung Uberein. Lediglich in dem gezeigten Annexi
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Test war eine marginal verstarkte — und in weitev@rsuchen nicht reproduzierbare —
Resistenzentwicklung durch PBA-Behandlung gegeridintron festzustellen.

Weniger eindeutige Resultate ergaben die Versuahelen Ubrigen Zytostatika. So konnte
eine verminderte Sensibilitat der mit PBA beharetelEMK Zellen gegentber Colchicin nur
im TUNEL-Assay und in deA¥-Messung erfasst werden; im Annexin V-Test konnee d
vergleichsweise geringe Wirkung nicht gezeigt ward&egen Vinblastin und Paclitaxel,
sowie gegen Gemcitabin und Cytarabin konnte einechdUPBA gesteigerte Resistenz
lediglich im TUNEL-Assay festgestellt werden, nicijgdoch in den beiden anderen
Methoden. Ahnliche Ergebnisse wurden auch mit Ea@pand ddC beobachtet. Allerdings
waren die mit dem TUNEL-Assay erfassten Effekte Oisen beiden Substanzen nicht
eindeutig reproduzierbar.

3.3.4 Vergleich der Methoden zur Apoptosemessung

Um den Zusammenhang der Messergebnisse aus demiedenen Methoden zur Feststel-
lung des Apoptoseanteils zu untersuchen, wurdemdien einzelnen Testverfahren ermittel-
ten Werte in einem Diagramm gegeneinander aufgetragd jeweils lineare Trendlinien flr
die Messpunkte unbehandelter und mit PBA beharrd2k#en erstellt (s. Abb. 18). Dabei
zeigte sich, dass die Ergebnisse d85,-Tests (gemessen am Tag 3 des Behandlungssche-
mas) und des Annexin V-Assays (gemessen am Tag Beleandlungsschemas) sowohl bei
KG-1a (BestimmtheitsmaRR= 0,87 [ohne PBA] bzw. 0,85 [mit PBA]) als auch BMK
Zellen (BestimmtheitsmaR“R: 0,62 [ohne PBA] bzw. 0,85 [mit PBA]) einen hoHéarearen
Zusammenhang aufwiesen. Zudem waren die in diesadein Methoden ermittelten
Prozentsatze apoptotischer Zellen haufig ahnliathhwas die enge Verkniupfung der friihen
apoptotischen Ereignisse, Verlust vaWw,, und Externalisierung von Phosphatidylserin,
unterstreicht. Der lineare Zusammenhang zwischen Messwerten des Annexin V-Tests
(gemessen an Tag 4 des Behandlungsschemas) uiidUNEd -Assays (gemessen am Tag 4
des Behandlungsschemas) war dagegen in beideniniégilldeutlich geringer als der
zwischen den Resultaten des Annexin V-Tests und AMfp-Messung Beobachtete
(BestimmtheitsmaR = 0,65 [KG-1a Zellen ohne PBA] bzw. 0,67 [KG-1dIZe mit PBA]).
Ausserdem befanden sich — insbesondere bei VensuoheKG-1a Zellen — die im TUNEL-
Assay gemessenen Prozentwerte apoptotischer Zalieeist unterhalb der im Annexin V-
Test Ermittelten. Anhand dieser Daten laR3t sich Aliifolge der gemessenen Ereignisse
innerhalb des Apoptoseprozesses (zunachst Verlost AW, und Externalisierung von

Phosphatidylserin, spater DNA-Fragmentierung) nalthiehen (s. Einleitung).
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3.3.5 PBA-vermittelte Chemoresistenz ist funktionell reversibel

Um festzustellen, ob die durch PBA erzeugte Rawasteversibel ist, wurde das in den oben
genannten Experimenten angewandte Behandlungspibi{sk Abb. 9) in folgender Weise
erweitert: Am Tag 4 des Experiments wurden die efelhach Messung der Apoptose
(Annexin V-Methode) mit PBS gewaschen, auf eine Z&tration von 200.000 (Trypanblau-
negativen) Zellen pro Milliliter Medium eingestellnd zusammen mit den Zytostatika, denen
sie bereits zuvor in gleicher Konzentration ausg¢sgaren, inkubiert. Die Zellen, die bis
zum Tag 4 mit PBA behandelt wurden, wurden in 2ppan aufgeteilt: zu einer Gruppe wur-
de am Tag 4 wieder PBA hinzugeflugt, die anderectirkeine weitere PBA-Behandlung. Es
folgten weitere Annexin V-Teste an den Tagen %,®& und 9 (s. Abb. 19). Die mit 5-FU be-
handelten Zellen konnten aufgrund der schon bis ZTam8 eingetretenen hohen Apoptose-
raten am Tag 9 nicht mehr gemessen werden. Deustersurde mit KG-1a Zellen und den
Substanzen Etoposid, Mitoxantron, Topotecan undubtbracil durchgefuhrt. Vergleicht
man die Apoptoseraten der Zellen, die weiterhinPBA behandelt wurden, mit denjenigen,
denen PBA entzogen wurde, erkennt man eine mit lraeader Dauer fortschreitende
Abnahme der induzierten Resistenz gegen die Sutestaftoposid, Topotecan und — weniger
ausgepragt — gegen Mitoxantron (aber nicht 5-FB8)Falge des PBA-Entzuges (s. Abb. 20).
So blieb beispielsweise die apoptotische Zellfakiler fortlaufend mit Topotecan und PBA
behandelten Zellen in etwa konstant (Tag 4: 48%), T:a47%, Tag 9: 51%), wéhrend diese
bei den Zellen ohne fortgefiihrte PBA-Behandlung (hopotecan) deutlich anstieg (Tag 4:
48%, Tag 7: 56%, Tag 9: 69%).

Diese Effekte waren bei der Kombinationsbehandlomig5-FU nicht zu beobachten. Hier
kam es zur Minderung der induzierten Resistenz kbwei den durchgehend mit PBA
behandelten Zellen, als auch bei denjenigen, dBB#nentzogen wurde (s. Abb. 20).

3.4 HDACi induzieren die mRNA

Expression der Cytidindeaminase

Die unter 3.3.2 vorgestellten Ergebnisse zeigess d#olge der Inkubation mit PBA die Sen-
sibilitdét von KG-1a Zellen u.a. auch gegeniber @jim und Gemcitabin abnahm. Eine
Beteiligung von MRP5 und BCRP bei der Resistenziektung gegeniiber Nukleosidanaloga
wurde und wird zwar diskutiert, hinreichend belsgtsie jedoch nicht (Davidson et al. 2002,
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Reid et al. 2003, Oguri et al. 2006, Borst et 802 de Wolf et al. 2008). Zudem wurden im
Zusammenhang mit einer Resistenz gegen Cytaralmn Gytarabin und Gemcitabin erst
kirzlich MRP8 bzw. MRP7 beschrieben (Guo et al. 20@opper-Borge et al. 2009).

DarUber hinaus existieren aber noch Gene fir mbssdrende Enzyme und Nukleosid-
transporter, deren Assoziation mit Resistenz geliebeiden oben genannten strukturell ahn-
lichen Pyrimidin-Analoga bereits nachgewiesen wy@almarini et al. 2001). Um eine Mo-
dulation der Expression einiger dieser Gene untgnaBdlung mit HDACi zu Uberprifen,
wurden KG-1a, CMK und K-562 Zellen fur einen Tagt iokw. ohne PBA oder VPA in-
kubiert und daraufhin die mMRNA-Menge der Gene hsittemiquantitativer PCR bestimmit.
Dabei zeigte sich eine deutliche Induktion des digtleaminase-Gens durch Exposition mit
PBA in allen 3 Zelllinien, mit VPA in CMK und K-56Zellen (s. Abb. 21). Die Expression
der Gene fur Pyrimidin-Nukleotidase |, DeoxycytikKimase, Deoxycytidylat-Deaminase und
Human equilibrative nucleoside transporter 1 bligtgegen in allen 3 Zelllinien von den

Behandlungen unbeeinflusst (s. Abb. 21).

3.5 Veranderte Zellzyklusverteilung unter
PBA Behandlung

Ein in der Literatur hdufig beschriebener Effekhudistondeacetylase-Inhibitoren ist die In-
duktion eines Zellzyklusarrestes, vorzugsweise anfSdKontrollpunkt (Carew et al. 2008).
Solch ein Zellzyklusarrest kann die Toxizitat Zgklus-spezifischer Medikamente, deren
Effekte sich v.a. in der S- und/oder G2/M-Phaseifestieren (z.B. Topoisomerase-Inhibito-
ren) verringern (Hsu et al. 2009). In der vorliegen Arbeit wurde tberpruft, ob auch der
HDACi PBA in Leukamiezelllinien einen G1-Zellzyklasest, der zur PBA-induzierten
Resistenz beitragen kénnte, auslosen kann. Diagge Behandlung der KG-1a Zellen mit
PBA fuhrte zu einem schwachen Anstieg der GO/G1fia&tion (von 50% auf 57%) bei
gleichzeitiger geringer Abnahme des sich in derMGRhase befindenden Zellanteils (von
19% auf 14%), wahrend die S-Phasen-Zellfraktior?43thne bzw. 29% mit PBA) kaum be-
einflusst wurde. Der von PBA hervorgerufene GO/Gieat war in CMK Zellen starker aus-
gepragt (37% ohne bzw. 57% mit PBA in GO/G1-Phas®@hei hier der G2/M-Zellantell
konstant blieb (bei 23%) und die S-Phasen-Zellfosktleutlich vermindert wurde (von 40%
auf 21%) (s. Abb. 22).
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Abbildung 3: Modulation der mRNA-Expression Chemore sistenz-assoziierter

ABC-Transporter durch PBA

Die Zellen wurden mit oder ohne 3 mM PBA inkubiédiach 1 bzw. 4 Tagen wurden die
Zellen mittels semiquantitativer PCR auf die Expres der angegebenen ABC-Transporter-
gene hin untersucht. (A) CMK Zellen. (B) KG-1a 2sll
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Abbildung 4: Zeitlicher Verlauf der intrazellularen
FL Paclitaxel in KB-3-1 und KB-8-5 Zellen (A). Verg
Diagramm (B)

12

Count

FL1

| 4 ?\

1888

Akkumulation von BODIPY ©

leich mit einem Rohdaten-

Die Zellen wurden fiir die angegebene Zeit entwenierl0 ng/ml BODIPY FL Paclitaxel

alleine (durchgezogene Linien) oder zusatzlichinmitM CsA (gestrichelte Linien) inkubiert.

(B) Die zwei Rohdaten-Graphen des 30 Minuten-WedtsZelllinie KB-8-5 wurden nach-

traglich Gbereinandergelegt. Der mittlere Fluoregeeert aller im Gate D befindlichen Zellen
wurde fur den jeweiligen Graphen ermittelt und as diagramm A Ubertragen. Der weil3e

Peak beinhaltet Zellen ohne CsA-Zusatz, der graeriegte Zellen mit CsA-Zusatz. Vgl.
dazu die entsprechenden Werte der KB-8-5 in AfgEle).
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Abbildung 5: Zeitlicher Verlauf der intrazell  ularen Akkumulation von BODIPY ® FL
Paclitaxel in CMK Zellen

Die Zellen wurden 24 Stunden mit oder ohne 3 mM R&Wiviert. Anschlie3end wurden sie
fir die angegebene Zeit mit 30 ng/ml BODIP¥L Paclitaxel inkubiert und ihre Fluomen:
am Durchflusszytometer bestimmt.
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Abbildung 6: Zeitlicher Verlauf der intrazellularen Akkumulation von Rhodamin

123 in CMK Zellen

Die Zellen wurden 24 Stunden mit oder ohne 3 mM RBhiviert. AnschlieRend wurden sfér
die angegebene Zeit mit 100 ng/ml Rhodamin 123 breékti und ihre Fluoreszenz am Durch-
flusszytometer bestimmt.
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Abbildung 7: Zeitlicher Verlauf der intrazellularen Akkumulation von BODIPY © FL
Paclitaxel in KG-1a Zellen

Die Zellen wurden 24 Stunden mit oder ohne 3 mM R&Wiviert. AnschlieRend wurden sie
fir die angegebene Zeit mit 10 ng/ml BODIP¥L Paclitaxel inkubiert und ihre Fluomn:
am Durchflusszytometer bestimmt.
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Abbildung 8: Apoptose-Induktion von PBA in KG-1a (A ) und CMK (B) Zellen

Die Zellen wurden fur 1 bzw. 4 Tage (graue bzw.vsaize Balken) mit den angegebenen
PBA-Konzentrationen behandelt, wobei die Angabe M¥manbehandelten Zellen entspricht.

Danach wurden die Zellen mit FITC-markiertem Anme¥i angefarbt und ihre Fluoreszenz
am Durchflusszytometer bestimmt.
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Abbildung 10: Auswirkungen der Behandlung mit PBA a uf die Chemosensibi-

litat von KG-1a Zellen im Annexin V-Assay

Die Zellen wurden fir 1 Tag mit (jeweils rechtestdgramm) oder ohne (jeweils linkes His-
togramm) 3 mM PBA inkubiert. Anschlie3end wurdea dngegebenen Zytostatika hinzuge-
geben. Nach weiteren 3 Tagen wurden die ZellerFii€C-markiertem Annexin V angefarbt
und ihre Fluoreszenz am Durchflusszytometer bestinDar im angezeigten Intervall der
Histogramme liegende Anteil der Annexin V-negativatlen ist angegeben.
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Abbildung 11: Auswirkungen der Vorbehandlung mit PB A auf die Chemosensi-
bilitat von KG-1a Zellen in der  4¥,,-Messung

Die Zellen wurden fir 1 Tag mit (jeweils rechtesstdgramm) oder ohne (jeweils linkes
Histogramm) 3 mM PBA inkubiert. AnschlieBend wurddie angegebenen Zytostatika
hinzugegeben. Nach weiteren 2 Tagen wurden dieeZelit DIOG(3) angefarbt und ihre
Fluoreszenz am Durchflusszytometer bestimmt. Der a@mgezeigten Intervall der
Histogramme liegende Anteil der Zellen mit positiva¥,, ist angegeben.
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Abbildung 12: Auswirkungen der Vorbehandlung mit PB A auf die Chemosensi-
bilitat von KG-1a Zellen im TUNEL-Assay

Die Zellen wurden fur 1 Tag mit (jeweils rechtesstdgramm) oder ohne (jevi®ilinkes
Histogramm) 3 mM PBA inkubiert. Anschlie3end wurd#ia angegebenen Zytostatika hin-
zugegeben. Nach weiteren 3 Tagen wurden die Zatierdem APO-DIRECT™ Kit ange-
farbt und ihre Fluoreszenz am Durchflusszytomegstibhmt. Der im angezgtien Intervall
der Histogramme liegende Anteil der TUNEL-positiilen ist angegeben.
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Abbildung 13: Auswirkungen der Behandlung mit PBA a uf die Chemosensibi-

litat von KG-1a Zellen in der Trypanblau-Farbung

Die Zellen wurden fur 1 Tag mit oder ohne 3 mM PBRubiert. AnschlieBend wurden die
angegebenen Zytostatika hinzugegeben. Nach weifefargen erfolgte die Farbung mit Try-
panblau und Auszéhlung der ungefarbten Zellen aohtiriikroskop. Die Standardabwei-
chungen aus drei aufeinanderfolgenden Auszahlusigelngraphisch wiedergegeben.
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Abbildung 14: Dosisabhangige Modulation der Chemose

Zellen durch PBA-Behandlung im MTS-Assay

Die Zellen wurden fur 1 Tag mit den angegebenenziéatrationen an PBA (3 mM in B und

nsibilitat von KG-1a

D) inkubiert. Anschlieend wurden Mitoxantron(®1 in A) bzw. 5-FU (5mM in C) in den

aufgefuhrten Dosen hinzugegeben. Nach weitereng@marfolgte die Messung der Zellvia-
bilitat anhand des MTS-Assay. In die Grafiken sihe Standardabweichungen aus drei ge-

messenen Wells einer 96-Well-Platte eingetragen.
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Abbildung 15: Auswirkungen der Vorbehandlung mit PB A auf die Chemosensi -
bilitat von CMK Zellen im Annexin V-Assay

Die Zellen wurden fur 1 Tag mit (jeweils rechtesstdgramm) oder ohne (jeweils linl
Histogramm) 2 mM PBA inkubiert. Anschlielend wurddie angegebenen Zytostat
hinzugegeben. Nach weiteren 3 Tagen wurden dieZeaflit FITCmarkiertem Annexin
angefarbt und ihre Fluoreszenz am Durchflussagter bestimmt. Der im angezeic
Intervall der Histogramme liegende Anteil der AnimeX-negativen Zellen ist angegeben.
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Abbildung 16: Auswirkungen der Vorbehandlung mit PB A auf die Chemosensibi -
litat von CMK Zellen in der A%¥m-Messung

Die Zellen wurden fir 1 Tag mit (jeweils rechtesstdgramm) oder ohne (jeweils linl
Histogramm) 2 mM PBA inkubiert. AnschlieBend wurabe angegebenen Zytostatika hinzuge
geben. Nach weiteren 2 Tagen wurden die ZellerDi@Cg(3) angefarbt und ihre Fluoresz
am Durchflusszytometer bestimmt. Der im angeegigintervall der Histogramme lieger
Anteil der Zellen mit positivem¥y, ist angegeben.
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Abbildung 17: Auswirkungen der Vorbehandlung mit PB A auf die Chemo sensibi -
litdt von CMK Zellen im TUNEL-Assay

Die Zellen wurden fir 1 Tag mit (jeweils rechtesstdgramm) oder ohne (jeweils linl
Histogramm) 2 mM PBA inkubiert. AnschlieRend wurdedre anggebenen Zytostatil
hinzugegeben. Nach weiteren 3 Tagen wurden dieeZethit dem APMIRECT™ Kit
angefarbt und ihre Fluoreszenz am Durchflussegter bestimmt. Der im angezeic
Intervall der Histogramme liegende Anteil der TUNR&sitiven Zellen ist angegeben.
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Abbildung 18: Vergleich der Methoden zur Apoptoseme ssung

In den Diagrammen A bis D sind die in den vorherif@rsuchen zur Chemoresistenz ermit-
telten Messwerte der verschiedenen Verfahren zopfgsemessung gegeneinander aufgetra-
gen. Ein Messpunkt gibt jeweils die in den zweieggbenen Methoden detektierten Prozent-
satze apoptotischer (AnnexinV-positiver, TUNEL-pivgir) bzw. nichtapoptotischer (Del
psi-positiver) Zellen wieder. Die Daten eines Messgies wurden in zwei unabhéngigen Ex-
perimenten mit gleichen Kulturbedingungen und dleic Zellbehandlungen ermittelt. Mithil-
fe des Computerprogramms Microsoft Excel® (Firmvacrosoft Redmont, USA) wurde
jeweils fur die Messpunkte aller mit PBA handelen und aller unbehandelten Zellen «
lineare Trendlinie erzeugt. Das BestimmtheitsmaR &as die Ho6he des linea
Zusammenhangs zwischen den Ergebnissen der vetsokie Apoptosdests abbildet, i

fur jede Trendlinie angegeben.
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Abbildung 20: Re versibilitdt der Chemoresistenz von KG-1a Zellen na  ch Ent-

zug von PBA

Die Zellen wurden fur 1 Tag mit oder ohne 3 mM PB&ubiert. Anschlie3end wurden i
angegebenen Zytostatika hinzugegeben. Nach weigfamgen erfolgte die erste Annexin V-
Messumg am Durchflusszytometer. Daraufhin wurden die efelabzentrifugiert, mit PE
gewaschen und in einer Konzentration von ca. 2@0Z&len/ml Medium in neue Zellkultur-
flaschen ausgebracht. Den Zellen wurden die Zyti&stdninzugefigt, mit denen sietsor
die 3 Tage zuvor behandelt wurden. Die mit PB&handelten Zellen wurden auf j
Flaschen aufgeteilt: eine mit (PBA) und eine ohiRBA -) 3 mM PBA. Es folgten weite
Annexin V-Messungen an den Tagen 5, 6, 7, 8 undy®ostatika wurden in folgenden
Konzentrationen eingesetzt: (A) 50,8 Etoposid, (B) 2uM Mitoxantron, (C) 1,64uM
Topotecan, (D) 1 mM 5-Fluoruracil.
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Abbildung 21: mRNA Expression von Genen, die Resist  enz gegen Cytarabin

und Gemcitabin vermitteln

Die Zellen wurden mit Wasser, 3 mM PBA oder 3mM prainsaure inkubiert. Nach 1 T
wurden die Zellen mittels semiquantitativer PCR @ief Expression der angegebenen Nukle-
osidanaloga-Resistenzgene hin untersucht. AbkirzungBA = Cytidindeaminase, PN=
Pyrimidin-Nukleotidase |, dCK = Deoxycytidin-KinaseCMPD = Deoxycytidylat-Deamina-
se, hENT1 = Human equilibrative nucleoside trantgrd
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Abbildung 22: Einflu ss von PBA auf die Zellzyklusverteilung von KG-  1a (A) und
CMK (B) Zellen

Die Zellen wurden fur 1 Tag mit oder ohne 3 mM PBRubiert. Anschlie3end wurden
mit Ethanol permeabilisierten Zellen mit Propidiacid angefarbt und anhand
durchflusszytometrisch bestimmten Fluoreszenz iNABGehalt ermittelt. Die Auswertul
der Daten erfolgte mit dem Computerprogramm ModFW¥. 3.0 der Firma/erity Softwar
Hous¢ (Topsham, USA). Angegebene Prozentwerte entspredbenAnteil der Zellen, d
sich in der jeweiligen Zellzyklusphase befinden, dar Gesamtpopation der Zellen. Di
Standardabweichungen aus vier unabhangigen Expsemesind graphisch wiedergegeben.
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4 Diskussion

4.1 Modulation der Genexpression von
ABC-Transportern durch HDACIi

Bereits im Jahr 1989 wurde zum ersten Mal nachgmmiedass ein Histondeacetylase-Inhibi-
tor, in diesem Fall Natriumbutyrat, in der Lage die Expression von P-Glykoprotein in Kar-
zinomzelllinien zu steigern (Mickley et al. 1989pater konnte aufgezeigt werden, dass die-
ser Effekt zumindest in einer der untersuchten Kkdozinomzelllinien mit einer verringerten
Akkumulation der Pgp-Substrate Rhodamin 123 undMistin sowie einer verstarkten Resis-
tenz gegenuber Vinblastin einherging (Frommel ei@93). Auch eine Behandlung mit dem
HDACi Romidepsin induzierte die Expression von ftioksfahigem Pgp in dieser Zelllinie
und zudem in Nierenzellkarzinomzelllinien sowiesiner APL-Zelllinie, die gewohnlich kein
Pgp exprimiert (Robey et al. 2006, Tabe et al. 20@8ese APL-Zelllinie zeigte nach
Inkubation mit Romidepsin eine geringere Sensdiilgegeniber der zytostatischen Wirkung
von Doxorubicin, wobei die Effekte von Romidepsuf Rgp-Expression und Sensibilitat die-
ser Zellen durch zusatzliche Gabe von ATRA erhéblierstarkt wurden (Tabe et al. 2006).
Dartber hinaus konnte eine vermehrte MDR1-Exprianigrin mononuklearen Zellen des
peripheren Blutes von Patienten, die aufgrund eknganen T-Zell-Lymphoms oder einer
CBF-AML mit Romidepsin behandelt wurden, nachgeemesverden (Robey et al. 2006,
Odenike et al. 2008). In manchen Kolonkarzinom- Niretenzellkarzinomzelllinien sowie ei-
ner Zelllinie eines grof3zelligen Bronchialkarzinomsgrde zudem ABCG2 nach Behandlung
mit Romidepsin verstarkt exprimiert (To et al. 2R0Balproinsaure (VPA), Trichostatin A
(TSA) und Apicidin, ebenfalls HDACI, waren in deagde, die Expression von Pgp in einer
Leukadmie- (VPA), einer Ratten-Hepatom- (VPA), eik@onkarzinom- (VPA und TSA), ei-
ner Magenkarzinom- (TSA) und einer Zervixkarzinofiiree (Apicidin) zu induzieren, wo-
bei Apicidin den Zellen eine Resistenz gegenubefit@ael verlieh (Eyal et al. 2006, Kim et
al. 2008b, Lee et al. 2008). Die Behandlung mit T8lrte auRerdem in Luciferase-Reporter-
genassays zur Aktivierung des MRP7-Promotors, withsge in einer Karzinomzelllinie eine
Verminderung des MRP2-Proteins zur Folge hattecftioet al. 2000, Kao et al. 2003). Un-
tersuchungen mit Natriumphenylbutyrat (PBA) ergalass PBA in bestimmten Zellsyste-

men die Exprimierung von MDR1 sowie der nicht mhethoresistenz assoziierten ABC-
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Transporter BSEP und ALDP steigert (Shack et @61®emp und Wanders 200Hayashi
und Sugiyama 2007). In einer Pgp-Uberexprimierendemoresistenten Brustkrebs- und
einer Kolonkarzinomzelllinie verursachte die 72nstige Inkubation mit PBA einen deut-
lichen Anstieg der MDR1-mRNA-Menge, sensibilisieatierdings paradoxerweise die Zellen
gegenuber einer anschlieRenden Behandlung mit Dbimn, anstatt ihnen Resistenz zu ver-
leihen (Shack et al. 1996). Die von PBA ausgeld&itederung der antioxidativen Kapazitat
der Zellen lieferte einen moglichen Erklarungsandéir diese unerwartete Beobachtung
(Shack et al. 1996).

Die Modulation der Exprimierung anderer Chemoresistassoziierter ABC-Transporter
durch Histondeacetylase-Inhibitoren wurde nach &ekenntnisstand des Autors bisher nicht
nachgewiesen.

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ol €lee Behandlung von Leukamiezelllinien
mit Natriumphenylbutyrat (PBA) auf die Genexpressi@rschiedener Chemoresistenz-asso-
ziierter ABC-Transporter und die Sensibilitat diegellen gegeniber Chemotherapeutika
auswirkt. Eine Inkubation mit PBA fihrte in CMK Zeh zu einer verstarkten Expression von
ABCG2- (BCRP-), ABCC11- (MRP8-) sowie — schwacheBR1- und ABCC10- (MRP7-)
MRNA, in KG-1a Zellen zur Induktion der Gene ABCGRBCC11 und in geringerem
Ausmald ABCC5 (MRP5). Daruber hinaus bewirkte eiB&fehandlung in KG-1a Zellen
eine leicht verminderte Akkumulation des Pgp-Sutes BODIPY FL Paclitaxel; in CMK
Zellen war dieser Effekt ausgepragter und konnsgtalich fir das Pgp-Substrat Rhodamin
123 nachgewiesen werden. Die in diesen Akkumulati@ssays eingesetzten Pgp-Inhibitoren
Verapamil und Cyclosporin A vermehrten die intrkdéle Anreicherung der beiden
Substrate erheblich. Dies belegt, dass die Genssiprefunktionell fir die Transportaktivitat
relevant und fur Pgp spezifisch ist. Die in KG-l1allégn beobachtete Diskrepanz zwischen
dem Resultat der semiquantitativen PCR, die kemli@fluss der Behandlung mit PBA auf
die Genexpression von MDR1 gezeigt hat, und dem Aldaimulations-Assay, der eine
vermehrte Aktivitat von Pgp vermuten lasst, istamh der zugrunde liegenden Daten nicht
erklarbar. Als mdoglich Ursache dafur kdnnten vonAPIBervorgerufene posttranslationale
Modifizierungen oder Veranderungen des intrazal@ridTransportes von Pgp eine Rolle
spielen. In Bezug auf andere Plasmamembranprotainge bereits nachgewiesen, dass PBA
deren intrazellularen Transport beeinflussen kdnmligre-Escabasse et al. 2007). Zudem
konnte eine Stabilisierung des p53-Protein durchaBdlung mit dem HDACi TSA gezeigt

werden (Peltonen et al. 2005).
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4.2 Einfluss von HDACIi auf die Chemore-

sistenz maligner Zellen

In der vorliegenden Arbeit wird nachgewiesen, deissHDACI die Wirksamkeit von zyto-
statischen Chemotherapeutika teilweise antagohisfemtagonistische Interaktionen von
HDACi wurden bislang in Kombinationen mit den Chehevapeutika Doxorubicin,
Epirubicin, Etoposid, Camptothecin, Paclitaxel, &fistin, Vinblastin, Methotrexat,
Cytarabin und Gemcitabin beobachtet (Frommel et393, Marchion et al. 2004, Bevins und
Zimmer 2005, Tabe et al. 2006, de Ruijter et ab&&ano et al. 2007, Kim et al. 2008Db,
Shiozawa et al. 2009). Als ResistenzmechanismedemuZellzyklusarrest, Differenzierung,
veranderte Expression von Zielproteinen der konglsien Chemotherapeutika oder Induktion
von P-Glykoprotein angenommen (Tabe et al. 2006Ruiger et al. 2006, Kano et al. 2007).
In Zusammenhang mit einer vermehrten ExpressionRgm durch Behandlung mit HDACI
wurden bisher Resistenzentwicklungen gegentber iddxwn, Vinblastin und Paclitaxel be-
schrieben (Frommel et al. 1993, Tabe et al. 200@, & al. 2008b).

4.2.1 Zelllinie KG-1a

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefiihrégoptose-Tests zeigen, dass eine
Vorbehandlung mit PBA eine pleiotrope Zytostatikasi®tenz in Leukamiezelllinien erzeugt.
In KG-1a Zellen erstreckt sich die Resistenz ald aingesetzten Chemotherapeutika, zu
denen Mitosegifte, Antimetabolite, interkalierer@iebstanzen, Topoisomerase I- und Topo-
isomerase lI-Inhibitoren gehodren. Am starksteniagert die Behandlung mit PBA die Zyto-
toxizitdt von 5-Fluoruracil (5-FU), dessen aktividietabolit ein Substrat von MRP8 und
MRPS5 ist (Kruh et al. 2007). Dies passt zu den Daker semiquantitativen PCR, die in KG-
la Zellen eine erhebliche Induktion der MRP8-Exgias sowie eine geringere Induktion der
MRP5-Expression durch PBA-Behandlung zeigt. Ob BC&#3sen mRNA ebenfalls durch
PBA deutlich vermehrt wird, bei der Resistenz ge§erU eine Rolle spielt, wird in der
Literatur kontrovers diskutiert (de Wolf et al. Z)0ruan et al. 2009). Nicht auszuschlieR3en
ist die Beteiligung von weiteren Resistenzmechaarsgegen 5-FU, z.B. vermehrte Aktivitat
der Thymidylat-Synthase oder der DihydropyrimidieHydrogenase. Desweiteren ist davon
auszugehen, dass der G1-Zellzyklusarrest, der @eteandlung mit PBA auftritt, die Anzahl
der Zellen, die der Toxizitat von Zellzyklus-spésthen Medikamenten, wie Mitosegifte, zu-

ganglich sind, reduziert.
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Die im Ergebnisteil beschriebene Resistenzentwitklder KG-1a Zellen gegentiber Gemci-
tabin kann nicht allein durch die Modulation dem@gpression der ABC-Transporter erklart
werden. Denn die mRNA-Menge des einzigen ABC-Trartsps, dessen Uberexpression in
Verbindung mit verminderter zellularer Sensibiligggentber Gemcitabin und dem struktu-
rell sehr @hnlichen Ara-C beschrieben wurde untdri®hne Widerspruch blieb, MRP7, ist
zum Zeitpunkt der Zugabe der Chemotherapeutikahddre 24-stiindige PBA-Behandlung
herabreguliert und wird erst spater hochregulieiapper-Borge et al. 2009). Die Rolle der
anderen ABC-Transporter bei der Resistenzentwicklyggen Gempcitabin ist nicht abschlie-
Rend geklart. In der Arbeit von de Wolf et al. eéit die Uberexpression von BCRP nur einer
der zwei untersuchten Zelllinien Resistenz gegemc¢aabin (de Wolf et al. 2008). Zu der
Fragestellung, ob die vermehrte Exprimierung vonM8Rlie Sensibilitat von Zellen gegen-
Uber Gemcitabin und Ara-C vermindert, erschieneh giidersprechende Publikationen (Da-
vidson et al. 2002, Reid et al. 2003, Oguri eR@D6, Borst et al. 2007). Weitere ABC-Trans-
porter, die laut aktuellen Studien eine Resistaageg Ara-C vermitteln konnen, sind ABCA3
und MRP8, dessen starke Geninduktion durch PBAliébigeine plausible Erklarung fur die
beobachtete Resistenz der KG-1a Zellen gegen Atar§tellt (Chapuy et al. 2008, Guo et al.
2009). Zudem gibt es noch eine Reihe anderer Pmteieren Assoziation mit verminderter
zellularer Sensibilitdt gegentiber Gemcitabin und-8rgut untersucht und hinreichend belegt
ist (Galmarini et al. 2001, Schroder et al. 1998n zu klaren, ob diese Proteine bei der von
PBA modulierten Chemosensibilitat der KG-1a Zeksne Rolle spielen, wurde im Rahmen
der vorliegenden Arbeit die mRNA-Expression dieBeoteine unter HDACIi-Behandlung
untersucht. Dabei zeigt sich in KG-1a Zellen eirfeebliche Induktion des Cytidindeaminase-
Gens durch Inkubation mit PBA. Erhohte Aktivitatr deytidindeaminase fuhrte in verschie-
denen In vitro-Studien zu einer Resistenz gegenGaencitabin und Ara-C (Neff und Blau
1996, Momparler et al. 1996, Eliopoulos et al. J9#8ne Beteiligung der Cytidindeaminase
bei der von PBA verursachten Resistenzentwickluag KiG-1a Zellen gegeniber diesen
beiden Pyrimidin-Analoga liegt somit nahe.

Nach dem Wissen des Autors ist die Modulation dgtiddhideaminase-Expression durch
HDACI in der Literatur bisher ebenso wenig besdbeie wie die in der vorliegenden Arbeit
gezeigte Induktion einer sehr weiten Resistenz hduko-Aktivierung mehrerer ABC-
Transportergene durch einen einzelnen HDACi. Mbglreveise spielen solche Ko-Aktivie-
rungen resistenzvermittelnder Gene auch bei demiskhen Problem der ,Multidrug

resistance” eine Rolle.
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Die Resistenzentwicklung der KG-1a Zellen durch PBghandlung war in den hier gezeig-
ten Zellviabilitats-Tests, MTS-Assay und TrypanbRéarbung, entweder gar nicht zu beob-
achten oder deutlich geringer ausgepragt als inAgmptose-Messungen. Dies liegt vermut-
lich an den wachstumshemmenden Effekten, die PBA aonorzellen ausibt bei gleichzeiti-
ger geringer Zytotoxizitdt von PBA. In der TrypaalliFarbung werden die Zellen mit
intakter Zellmembran gezahlt, der MTS-Assay misgt Dehydrogenase-Aktivitat viabler
Zellen. Somit korrelieren diese beiden Methoden dat absoluten Anzahl intakter bzw.
stoffwechselaktiver Zellen und erfassen damit ing&@esatz zu den Apoptose-Assays auch
die von PBA hervorgerufene Wachstumshemmung.

Uber den zeitlichen Verlauf der induzierten Expi@sson ABC-Transportern und der damit
verbundenen Resistenz nach Entzug des HDACI isebisicht viel bekannt. Mickley et al.
zeigten, dass die vermehrte Pgp-Exprimierung nactieEhung von Natriumbutyrat eine
Halbwertszeit von etwa 24 Stunden aufweist und ract96 Stunden fast vollstandig abge-
klungen ist (Mickley et al. 1989). In der Arbeitrv&yal et al. war die Pgp-Funktion bereits
72 Stunden nach Entzug des HDACI Valproinsaure dawh Niveau, das vor Zugabe des
HDACI ermittelt wurde (Eyal et al. 2006). Wie sieime induzierte Resistenz nach Entnahme
des HDACI aus dem Medium der Zellen entwickelt, deunicht untersucht. Dieser Fragestel-
lung wurde in der vorliegenden Arbeit nachgeganderden hier vorgestellten Ergebnissen
ist ein Ruckgang der von PBA hervorgerufenen Resmsgegeniber 3 von 4 untersuchten
Substanzen bereits 24 bis 48 Stunden nach EntaudB@ zu beobachten, der sich in den
darauffolgenden Tagen noch verstarkt. Diese Rdsuliegen nahe, dass die von PBA
induzierte Resistenz innerhalb weniger Tage fumigilo reversibel ist. Lediglich die
Sensibilitat der Zellen gegentber 5-FU, dem einziger untersuchten MRP8- bzw. MRP5-

Substrat, blieb weitgehend von dem PBA-Entzug uinflesst.

4.2.2 Zelllinie CMK

Die in der vorliegenden Arbeit prasentierten Ergsdm zeigen, dass eine Behandlung mit
PBA auch CMK Zellen eine verstarkte Resistenz gg@genmindestens 4 der 12 untersuchten
Chemotherapeutika verleiht. Bezuglich einer von PB#ursachten Sensibilititsminderung
der CMK Zellen gegenuber den anderen verwendetést&uwzen ergaben die 3 verschiede-
nen Methoden zur Apoptose-Messung keine einhegticResultate. Im TUNEL-Assay war

haufiger eine vermehrte Resistenz festzustellenirdden beiden anderen Verfahren zumeist
nicht bestatigt werden konnte. Welche UrsachenedidBeobachtungen zugrunde liegen,

bleibt unklar. Das Resistenzmuster, das PBA in CEé{en erzeugte, stimmte nicht eindeu-
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tig mit den Substratprofilen der ABC-Transporteie ¢th diesen Zellen induziert wurden,
Uberein. Wahrend beispielsweise die Zytotoxizit@noher Pgp-Substrate durch PBA-Be-
handlung abnahm, wurde die apoptotische WirkungardPgp-Substrate durch Zugabe von
PBA verstarkt. In der akuten megakaryozytaren Lenig&Zelllinie CMK scheinen unter dem
Einfluss von PBA also andere, v.a. proapoptotiddeehanismen die Aktivitdten der ABC-
Transporter und der Cytidindeaminase zu UberlagédmHinweis daftr ist die im Vergleich
mit KG-1a Zellen gro3ere Sensibilitat der CMK Zallgegenuber der Zytotoxizitat von PBA
bei gleichzeitiger starkerer intrinsischer Resistgegeniber den anderen untersuchten Sub-

stanzen.

4.2.3 Strategien zur Bewailtigung der sog. ,,Multidrug

resistance™

Aufgrund der enormen klinischen Relevanz der ,Miilig resistance* werden bereits seit
Uber 30 Jahren intensiv Mdglichkeiten erforschesdi Resistenz zu tberwinden. Bisher aller-
dings blieben klinisch einsetzbare Losungen ausigEimoderne Ansétze zur Bewaltigung
der ,Multidrug resistance” sind im Folgenden autget:

Weiterhin Gegenstand aktueller Forschung sind tdetzbisher fehlenden durchschlagenden
klinischen Erfolge der Vorgangersubstanzen neuelRigpitoren mit geringeren pharmako-
kinetischen Wechselwirkungen, die bei den frihgbemerationen dieser Substanzen héufig
zu toxischen Nebenwirkungen aufgrund von Plasmgsfeendhungen der Chemotherapeu-
tika fuhrten (Szakéacs et al. 2006). Zudem werdeneaiteauch monoklonale Antikorper gegen
Pgp und Verfahren zur selektiven transkriptioneRapression des MDR1-Gens, z.B. RNA-
Interferenz oder Ribozym-Technologie, untersuclatg@é 2008). In préklinischen Experimen-
ten wurden diese Methoden bereits erfolgreich eiege, wobei monoklonale Antikorper
entweder unkonjugiert als Pgp-Inhibitoren oder amithToxinen konjugiert als Immunotoxin
Verwendung fanden (Szakacs et al. 2006). Ein waziténsatz, die ,Multidrug resistance” zu
umgehen, ist die pharmakologische Modifikation v@hemotherapeutika, um deren Er-
kennung und Efflux durch ABC-Transporter zu verlemdbzw. zu verringern (Lampidis et
al. 1997). Daruber hinaus konnte die Beobachturags dZellen, die gegen bestimmte
Substanzen resistent sind oder gar eine ,Multidasgstance” aufweisen, eine paradoxe bzw.
kollaterale Hypersensibilitat gegentber verschiedeanderen Chemotherapeutika zeigen, in
der Klinik genutzt werden. Eine Untersuchung korgitee solche kollaterale Hypersensibili-
tat bei Lymphozyten von chemotherapeutisch behg&atienten mit chronischer lympha-

tischer Leukdmie nachweisen (Bosanquet und Bel6)199
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Mittels Transfektion hamatopoetischer Knochenmahsm mit dem MDR1-Gen kdnnte
aul3erdem die Knochenmarkstoxizitat der Chemothenagrimindert und dadurch ggf. hohere
Dosen an Zytostatika angewendet werden. Eine Tiamspion von so transfizierten Kno-
chenmarkszellen konnte bei Mausen bereits erfagreiurchgefihrt werden (Licht et al.
2000).

5 Zusammenfassung und Aus-
blick

Die Inhibition von Histondeacetylasen ist ein vaisprechender therapeutischer Ansatz in
der Behandlung von Malignomen. Dabei richtet siab thteresse der Forschung zunehmend
auf die Kombination von Histondeacetylase-Inhil@torund anderen Medikamenten; denn
Vieles deutet darauf hin, dass der therapeutisaiteed solcher Kombinationen den der Ein-
zelsubstanzen deutlich Ubersteigen kann (Glaser)2@in Grof3teil der Substanzen, die in
Kombination mit HDACi untersucht werden (konventgtle Chemotherapeutika, zielgerich-
tete Medikamente und DNA-Methyltransferase-Inhit@tg sind Substrate von ABC-Trans-
portern, deren Uberexpression Malignomen sog. ,Multy resistance” verleihen kann. In der
vorliegenden Arbeit wird anhand semiquantitativ€@RPsowie mehrere Apoptose- und Zyto-
toxizitats-Assays gezeigt, dass die Behandlung \eakamiezellen mit dem HDACI
Natriumphenylbutyrat die Induktion der Genexpression verschiedenen ABC-Transportern
(BCRP/ABCG2, MRP8, MRP5, P-Glykoprotein/MDR1) sovder Cytidindeaminase, einem
Enzym, das Nukleosidanaloga inaktiviert, zur Fdigben und den Zellen eine pleiotrope Re-
sistenz gegen eine Vielzahl konventioneller Chem@peutika vermitteln kann. Aufgrund
dieser Ergebnisse und anderer Publikationen, dre arstagonistischen Interaktionen von
HDACIi mit Chemotherapeutika berichten, ist bei B&anung kiinftiger klinischer Studien mit
Kombinationen von HDACi und Nukleosidanaloga bzwb$&traten bestimmter ABC-Trans-
porter besondere Vorsicht geboten. Weitere Untérsugen zur Modulation der Expression
von ABC-Transportern und Enzymen, die Nukleosidagalverstoffwechseln, durch HDACI
in priméren Tumorzellen verschiedener Entitaten Bedchtung der geeigneten Reihenfolge
der Medikamentenapplikation sollten die Sicherhei den Erfolg von Kombinationschemo-

therapien mit HDACi gewahrleisten.
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7 Anhang

In Zusammenhang mit Chemoresistenz beschriebene ABC  -Transporter, ihre
Substrate und Lokalisation im menschlichen Korper

Name und Substrate/Resistenzprofil . Referen-
Synonyme Chemotherapeutika andere b zen®
Doxorubicin, Daunorubicin, Epi- neutrale und kationische organi- Gastrointesti- 1-3, 12,
rubicin, Actinomycin D, Bisan- sche Verbindungen: Colchicin, naltrakt, Leber, 26, 40, 41
tren, Mitoxantron, Vincristin, VinAtorvastatin, Celiprolol, Digoxin, Niere, Plazenta,
blastin, Vinorelbin, Paclitaxel, Digitoxin, Losartan, Amprenavir, Blut-Hirn-
ABCB1, Docetaxel, Etoposid, Teniposid, Saquinavir, Erythromycin, Levo- Schranke, Lun-
MDR1, Irinotecan, SN-38 (zytotoxischerfloxacin, Ivermectin, Cimetidin, ge, Blut-Hoden-
PGP, Metabolit von Irinotecan), Lansoprazol, Amitriptylin, Dom- Schranke, adul-
Topotecan, Methotrexat, Imatinilperidon, Loperamid, Ondansetrote Stammzellen,
(STI 571), Romidepsin (FK228) Vecuronium, Methylprednisolon, bestimmte reife
Dexamethason, Morphin, PhenyZellen des Im-

toin, Tacrolimus, u.v.m. munsystems
Mitoxantron Peptide zur HLA-Klasse-I-Anti- alle Organe 35, 36
ABCB2, (als Heterodimer zusammen mitgenprasentation (als Heterodime
TAP1 T1AP2) zusammen mit TAP2)
Mitoxantron Peptide zur HLA-Klasse-I-Anti- alle Organe 35, 36
ABCBS3, (als Heterodimer zusammen mitgenprasentation (als Heterodimer
TAPZ2  TAP1) zusammen mit TAP1)
ABCB4, Daunorubicin, Vinblastin, Phosphatidylcholin, Cholesterol, Leber 1, 2,14,
MDR3 Paclitaxel Digoxin, lvermectin 15
Doxorubicin, (Camptothecin ?, 5Rhodamin 123 Melanozyten, 35, 37, 38
Fluoruracil ?) Zellen des reti-
ABCB5 nalen Pigment-
epithels
ABCB6, (Camptothecin ?, Cisplatin ?) Porphyrine, z.B. Pheophorbid a, Erythrozyten 35, 39
MTABC3 (Arsenik ?)
ABCB11, Vinblastin, (Paclitaxel ?) Konjugierte und unkornigrge Leber 1,2, 29,
SPGP, Gallensauren, Pravastatin 30
BSEP

2 (1) Gottesman et al. 2002; (2) Szakacs et al. 2(B)&hou 2008; (12) Dietrich et al. 2003; (14)i8net al.
2000; (15) Morita et al. 2007; (26) Bessho et BD2 (29) Lecureur et al. 2000; (30) Stieger eR@0d7; (35)
Lage 2008; (36) Lage et al. 2001; (37) Frank e2@05; (38) La Porta 2008; (39) Paterson et al72040)
Haslam et al. 2008; (41) Glaser 2007



94

In Zusammenhang mit Chemoresistenz beschriebene ABC  -Transporter, ihre
Substrate und Lokalisation im menschlichen Koérper

Name und Substrate/Resistenzprofil Organ Referen-
Synonyme Chemotherapeutika andere zen®

Doxorubicin*, Daunorubicin*,  Sulfatierte Ostrogene, Flavonoid§astroinestinal-1, 2, 4410,
Epirubicin*, Bisantren, Mitoxan- Riboflavin, Triglutamat, Protoportrakt, Leber, 16
tron, Etoposid, Teniposid, Irino- phyrin IX, Pheophorbid a, cGMPNiere, Plazenta,
tecan, SN-38, Topotecan, Prazosin, Zidovudin, Lamivudin, Brustdrise,
ABCG?2, Diflomotecan, Methotrexat Abacavir, Nelfinavir, PMEA, PyriBlut-Hirn-
BCRP, Methotrexat -di- und trigluta-  methamin*, Sulfasalazin, Cipro- Schranke, Lun-
MXR, maf, Imatinib (STI571), Flavopifloxacin, Nitrofurantoin, Dipyrid- ge, Prostata,
ABCP ridol, Gefitinib, Erlotinib, Cladri- amol, Leflunomid, Olmesartan, Endothel von
bin, Clofarabin, Fludarabin, 6- Pitavastatin, Glibenclamid, u.v.mVenen und
Mercaptopurin, Raltitrexed, (6- Kapillaren
Thioguanin ?, Gemcitabin ?, 5-
Fluoruracil ?)
Doxorubicin, Daunorubicin, Epi-glukuronidierte und sulfatierte oralle Organe 1, 2, 11,
rubicin, Mitoxantron,Vincristin, ganische Anionen, z.B. glukuro- 16, 34, 43
ABCC1 Vinblastin, Etoposid, Irinotecan, nidierte/sulfatierte Ostrogene, kc
> SN-38, Methotrexat, Imatinib, jugiertes und unkonjugiertes Bili-
MRP1 Cyclophosphamid, Arsenik, rubin, Glutathion, Leukotrien C4,
Romidepsin (FK228) Colchicin, Saquinavir, Ritonavir,
Difloxacin, Grepafloxacin, u.v.m.

Doxorubicin, Epirubicin, Vincris-organische Anionen (v.a. mit Glukeber, Niere, 1, 2, 11—
tin, Vinblastin, Mitoxantron, Pac-tathion/Sulfat/Glukuronat konju- Gastroinestinal-13, 16
litaxel, Docetaxel, Etoposid, Iringgierte lipophile Substanzen), Glutrakt, Gehirn,

tecan, SN-38, Topotecan, tathion, glukuronidierte/sulfatiertéBronchi, Pla-
Methotrexat, Cisplatin, Arsenik Ostrogene, sulfatierte Gallen-  zenta

ABCC2, sauren, Bilirubin-Glukuronide,

MRP?2, Cholezystokinin, Cysteinyl-Leuko-
cMOAT triene, Saquinavir, Ceftriaxon,
Grepafloxacin, Rifampicin, GSH-
Chlorambucil, GSH-Ethacrynsau-
re, Pravastatin, Temocapril, Diclo-
fenac, Acetaminophen, u.v.m.
Etoposid, Teniposid, Methotrexe Glukuronat- und Glutathion-Kon-Leber, Niere, 1, 2, 16,
(Vincristin ?) jugate, z.B. glukuronidierte OstrcPankreas, Milz,17
ABCC3, gene, Bilirubin-Glukuronide, LeuNebenniere,
MRP3 kotrien G, Gallensauren, Mor-  Gastrointesti-
phin-Glukuronide, konjugiertes naltrakt, Plazer
Acetaminophen, u.v.m. ta, Tonsillen

(1) Gottesman et al. 2002; (2) Szakéacs et al. 2@D6<rishnamurthy und Schuetz 2006; (5) Bramlet a
2006; (6) Robey et al. 2007; (7) de Wolf et al. 0@) Cusatis und Sparreboom 2008; (9) Yuan.e2Q08;
(10) Yuan et al. 2009; (11) Seo et al. 2007; (1@fixh et al. 2003; (13) Nies und Keppler 2008)(Grad-
hand und Kim 2008; (17) Borst et al. 2007; (34) Zled al. 2008; (43) Xiao et al. 2005

*diese Substanzen kénnen nur von mutiertem ABC@&asportiert werden (Glycin oder Threonin anstetla v
Arginin an Position 482 des ABCG2-Proteins)

“Methotrexat kann nur von Wildtyp-Protein (mit Argiran Position 482) transportiert werden
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In Zusammenhang mit Chemoresistenz beschriebene ABC  -Transporter, ihre
Substrate und Lokalisation im menschlichen Korper

Name und Substrate/Resistenzprofil 5 Referen-
rgan
Synonyme Chemotherapeutika andere < zen®
Irinotecan, SN-38, Topotecan, cAMP, cGMP, organische Ani- Leber, Niere, 1, 2, 16—
Rubitecan, Methotrexat, 6- onen, Gallensauren, glukuronidigPankreas, Gas-20, 34

Mercaptopurin, 6-Thioguanin, te Ostrogene, Dehydroepiandro-trointestinal-

Cladribin, Cyclophosphamid, steron-Sulfat, Harnséaure, Folsaubekt, Blut-Hirn-

Ifosfamid, (Vincristin ?) Leucovorin, Prostaglandine, Zidd&schranke, Lun-
vudin, Abacavir, PMEA, Adefovirge, Ovar, Ho-
dipivoxil, Ganciclovir, p-Amino- den, Prostata,
hippursaure, Resveratrol, Hydro-Lymphozyten,
chlorothiazid, Furosemid, u.v.m. Thrombozyten

Methotrexat, Methotrexat-diglu- cAMP, cGMP, organische Anio- Leber, Blut- 1, 2, 16,
tamat, Pemetrexed, Raltitrexed, nen, Folsaure, Zidovudin, AbacaHirn-Schranke, 17, 2123,
6-Mercaptopurin, 6-Thioguanin, vir, Alaninyl-d4TMP, PMEA, Gehirn, Herz, 34

ABCC4,
MRP4

ABCC, 5-Fluoruracil, Cladribin, (Cispla- Adefovir dipivoxil, Quercetin, Muskeln, Blut-
MRP5 tin ?, Oxaliplatin ?, Cytarabin ?, Resveratrol, Cadmiumchlorid, Kigefal3e, Uroge-
Gemcitabin ?) liumantimonyltartrat nitaltrakt, Pla-
zenta
Doxorubicin, Daunorubicin, Acti-Glutathion-Konjugate von N- Leber, Niere, 1,2, 24,
nomycin D, Etoposid, Teniposid Ethylmaleimid und DinitrophenolGastrointesti- 25
ABCC6 Cisplatin Leukotrien C4,BQ123 (= Endo- naltrakt, Pa_n-
MRP6, thelin-Rezeptorantagonist) kreas, Gehirn,
Lunge, Haut,
GefalRe, Herz,
u.v.m.
Vincristin, Vinblastin, Vinorelbin. Glukuronidierte Ostrogene, LeukPankreas, Le- 23, 26, 27
Paclitaxel, Docetaxel, Cytarabintrien G, PMEA, Zalcitabin (= ber, Niere, Lun
Gemcitabin, 5-Azacytidin, Epo- ddC) ge, Milz, Gas-
thilon B trointestinal-
ABCC10, trakt, Gehirn,
MRP7 Plazenta, Ovar,
Hoden, Prosta-
ta, Kolon, Herz
Muskeln, Leu-
kozyten, u.v.m.
Methotrexat, 5-Fluoruracil, cAMP, cGMP, glukuronidierte/ Leber, zentrale®3, 28, 42
Cytarabin sulfatierte Ostrogene, Dehydroepind peripheres
ABCC11, androsteron-Sulfat, Gallensaureervensystem,
MRPS S-(2,4-dinitrophenyl)-GSH, Fol- Plazenta, Brust-
saure, Leukotrien £ PMEA, Zal- driise, Hoden,
citabin (= ddC) u.v.m.
ABCA2 Estramustin, Mitoxantron Sphingolipide Syetg::n, Mono- 1, 2, 31

Daunorubicin, Doxorubicin, MitoSurfactant-Lipide (Phosphatidyl- Lunge, Gehirn, 31, 32, 33
ABCA3 xantron, Vincristin, Etoposid,  cholin, Phosphatidylglycerol)  Schilddruse,
Cytarabin Hoden

? (1) Gottesman et al. 2002; (2) Szakéacs et al. 20@§ Gradhand und Kim 2008; (17) Borst et al. 20Q.8)
Leggas et al. 2004; (19) Tian et al. 2005; (20nTeaal. 2006; (21) Oguri et al. 2006; (22) Hagmanal.
2009; (23) Kruh et al. 2007; (24) Belinsky et 2002; (25) Beck et al. 2005; (26) Bessho et al. 2009)
Hopper-Borge et al. 2009; (28) Toyoda et al. 2dB&) Kim et al. 2008a; (32) Steinbach et al. 2038)
Chapuy et al. 2008; (34) Zhou et al. 2008; (42) Gual. 2009
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ClinicalTrials.gov
Suchbegriff: "hdac inhibitors”

Search of bdac inhibitors | Open Stadies - List Results - Clinical Trals. gov beip:climicalmiats gowc 2 resuls Terr=hdac +iphibitars & recr=Crpen

] ] Home Search Study Topics Glossary
ClinicalTrials.gov s — s

Aaprwice af e 1L Heona. invitides A Heatth

I List Results | Refine Search [ Results by Topic ‘I [ Results on Map 1 Search Del

Found 53 studies with search of:  hdac inhibitors | Open Studies

Include studies that are not seeking new voluniears. ﬁ Dis tions

Rank Status Study

1  Recruiting Study of Vorinostat (ME0623) an HDAC Inhibitor, or Placebe in Combination With
e :
Condition:. Multiple Mysloma
fmterventions:  Drug: Comparator: vorinostat {an HDAC inhibdor);
Dirug: Comparator: bortezomib

2 Recruiting Study of Vorinostat [ME06E3), an HDWAC Inhibitor, i Combination With Bortezomib in
Patients With Relapsed or Refractory Multiple Myeloma
Conditon:  Relapsed or Refraciory Multiple Myeioma
Intervenfions:  Dnug: Comparater: vonnostat (HOAC inhibitor):
Diug: Comparater: beriezomib;  Drug: Comparator: dexamethasone

3 Recruiting HDAC Inhibitor Valproic Acid as an Effective Therapy for Chronic Lymphocytic Leukemia
Condition:. Chronic Lymnphacytic Leukemis
Intervention: Dirug: \Valprosc acid & fludarabine

4  Recruiting HDAC Inhibitor Vorinostat {SAHA) With Capscitabine [Xeboda) Using a New Weekly Dose
Regimen for Advanced Breast Cancer
Condition: - Advanced Breast Cancer
Intersention: - Dinug: Viomnostat

3 Recruiting Proteasome Inhibitor NPHI052 and Vormostat in Patients With Non-5mall Cell Lung Cancer,

Conditions:  Mom-3mall Cel Lung Cancer;  Pancreafic Cancer;,  Melanoma;
Lymphorms
Imtervention: Dirug: NPI-0052 + vonnostat

& Recruiting A Study of the Efficacy of ME-0683 in Patients With Polycythaemia Vera and Essential

Conditions:  Podycythemia Vera; Essential Thrombocythemia
Intervention:’  Dnug: HDAC inhibitor {ME-0E83)

7 BRecruiting Study of Oral LEHS83 in Adult Patients With Refractory/Resistant Cutaneous T-Cell

Condition::  Cutaneous T-Cell Lymphoma
Intervention:  Dirug: LBH33E

8 FHecruiting Trial for Locally Advanced Her? Positive Breast Cancer Using Paclitazel, Trastuzumab
Doxorubicin and lophasméde on 3 Weekly Basis
Condition:  Breast Cancer
Interventions: Drug: Vornostat: Dneg Pacitase!,  Drug: Trastuzurnab;
Dinug: Doccorubicing | Drug: Cyclophosphamide;
Procedure: Mastectomy or Lumpectomy:
Dinug: Pest surgany therapy (Trastuzumab)

3 Mot yet Brogcoli Sprout Extract in Treating Women With Newly Diagnosed Ductal Carcinoma In Situ
recruiting andlor ical Duetal H lasia
Conditions:  Breast Cancer;  Precancerous/Monmalignam Condition
Interventions: Dietary Supplement: brocooli sprowt extract;  Other placebo
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il Recruiting 5B333 in Treating Patients With Locally Advanced or Metastatic Solid Tumors
Condition:-  Unspecified Adult Solid Tumor, Profocod Specific
Interventions: . Drug: HDAC shibior SB83%;  Other: mmuncenzyme technique;
Orther: immunohistochemistry stanng method:
Orther: immuncéogic technique;  Other: laboratory biomarker analysis;
Other: ligud chromategraphy;  Other: mass spectrometny;
Other: pharmacological study

11 FRecruiting Phase U Trial of SAHA & Tamoxifen for Patients With Breast Cancer
Condition:© Breast Cancer
Interventions:  Drug: subsroyianibde mydroeamic acid;  Drug: tameoedfen cirate

12 Recruiting S-Azacytidine Valproic Acid and ATRA in AML and High Risk MOS5
Conditions: - Acute Mysiogenous Leukaemia (AML)  Myelsdysplastic Syndrome (MDS)
Intervention:: Drug: & azacytidine - Valproic acid- Retinoi: acid

13 Recruiting A Phase Ul Study of Paciitaxel Plus Carbopdatin Plus Vorinostat in Recurrent Cwarian
Cancer
Conditicn: . Ovanan Cancer
Intervention: - Drug: Pacditaxsl, Carboplatin and Vorinostat

44 Recruiting Belinostat in Relapsed or Refractory Peripheral T-Cell L oma
Condition:  Peripheral T-Call Lymphoma
Intenvention:: Drug: PADI01

153 Recruiting Dose-Escalating Study of LBHS8S in Aduft Patients With Advanced Solid Tumors
Conditions: . Cancer; Advanced Sofid Tumor
Intervention:  Dirug: LBHS3S

i Hotyet A Triall of Panobinostat Given in Combination With Trastuzumab and Paclitaxel in Adult
recruiting  Female Patiznts With HER2 Positive Metastatic Breast Cancer
Conditions: . HER? Positive; Metastatic Breast Cancer
Intersention:  Drug: pancbinostat in combination with frastuzumat and pacitaxel

17 Recruiting
Conditions: - Sofid Tunors;  Hematologic Malignances
Imtervention:: Drug: SB938

18 Recruiting A Trial of Pancbinostat and Trastuzumab for Adult Female Patients With HERZ? Positive
Metastatic Breast Cancer Whose Disease Has Progressed on or After Trastuzumakb
Conditicn: ~ Breast Cancer
Intervention: - Drug: LEHS89 panobinostat

13 Motyet  Vorinostat in Combination With Palliative Radiotherapy for Patients With Mon-Small Cell
recruiting Lung Cancer
Condition:. - Mon-5mall Cell Lung Cancer (NSCLC)
Interventions:  Drug: Viornostat, Radation: Radotherapy

2 Recruiting Safety Study of Micotinamide to Treat Alzheimer's Disease
Condition:  Alzheimes’s Dissase
Interventions:© Drug: Mcotnamide: Drug: Endurarmide placebo
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Found 53 studies with search off hdac inhibitors | Open Studies

Include studies that are nof seeking new woluntesrs. ﬁ Dis tEons

Rank Status Study

21 Recruting LBEH383 Treatment for Refractory Clear Cell Renal Carcinoma
Conditiorr  Renal Cell Carsnoma
Imterventionr  Dnug: LEHESED

22 HNotyet Depletion of Latent HIV in CD4 Cefis
recruiting Conditiors  HIW Infections
Interventions: - Drug: Valproic Acid; Drug: raltegravir

23 Recruting - Safety Study of the Histone Deacetylase Inhibitor, CHR-3996, in Patients With Advanced
Sofid Tumours

Caonditiorr - Solid Tumor
Intervention Orug: CHR-2806

24 Recruiting Safety and Tolerabilty of CHR-ZBAS to Treat Haematological Diseases or Lymphoid
Malignancies
Conoiticns:  Hematologics! Dseass;  Lymphoid Maignancies
Imervention: - Drug: CHR-<2845

23 Recruiting Phase B Trial of the Histone-Deacetylase Inhibitor [TF2357 Followed by Mechiorethamine in
ed/Refract Hodgkin's L homa Patients
Conditiort  Hodgkie's Lymphoma
Interventiorr  Dwuge ITFZ357

26 Recruiting Sorafenib and LBHS89 in H ogoellular Carcinoma (HOC
Conditiorr  Hepatoceluar Carcinoma
Interventionr  Drug: Sorafenib + LBHE29

27 Recruting Phase Vil Study of LBH389 & Erlotinib for Advanced Aercdigestive Tract Cancers
Conditions:  Lung Cancer, Head and Meck Cancer
Interventions:  Cwrug: LEHSES; Drug: erlotind

28 Recruiting A Safety and Dose-Finding Study of JNJ-26481585 for Patients With Advanced of Refractory
Leukemia or Myslodysplastic Syndrome.
Condiions: - Leukerrua, Myeloid, Acute; Precursor Cell Lymphoblastic Leukemia-
Lymphoma; = Leukemia. Myelogenous, Chronic, BOR-ABL Positive;
Myelodyspiastic Syndromes:  Leukernia, Lymphocytic, Chronic, B-Cel
Intervention - Drug: JMJ-20481585

Ne Sarely Sne oherabilib -24TE1 in Patie 1 Tk
Conditions: Lymphoma;  Hodgkn Disease; Lymphoma, Men-Hodgkin
Interventionr  Dug- PCI-24731

29 Recruiting

3 Mot yet Safety and Efficacy Studies of Panobinostat and Bicalutamide in Patients With Recurrent
recruiting  Prostate Cancer After Castration
Conditions: - Prostate Cancer; Prostatic Mecpiasms
Interventions: Dy Pancbinosiat + bicalutamide; Drug: Panobinosts+ bicalutarmids;
Drug: Panbincstat + bicalutamids
31 Recruiting Vorinostat and Palliative Radiotherapy
Conditions: - Pelvic Cancer; Radiotherapy
Interventionr  Drug: Vorinostat
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32 Recruiting Va iz Acid, Temozolomide, and Radiation Ther. in Treating Patients With Glioblastoma

Mutiforme
Condition: - Bram and Central Nervows System Tumors
Interventions:  Drug: temozolomide; Drugc valproic acid; Procedure: adjivant therapy;
Fladation: radiation therapy

33 Recruiting Aracitidine With or Without M5-273 in Treating Patients With Myelodysplastic Syndromes,
Chronic Myslomonceytic Leukemia, or Acwute Myeloid Leukemia
Conditions: - Leukernia; Myelodysplastic Syndromes.
Interventions:  Drige azactidine; Dineg: entinostat

34 Recruiting Vorinostat and Bortezomib as Third-Line Treatment in Advanced Non-5mall Cell Lung
Cancer

Conditiore  Carcinoma, Non Small Gell Lung
Interventions: . Dmug: vonnostat; Drug: borezomin
35 Recruiting PXDY0 in Treating Patients With Myelodysplastic Syndromes
Conditiorr  Myelodyspiastic Syndrornes
Interventionr  Dhug: belnostat

36 Recruiting FR301228 in Treating Patients With Relapsed or Refractory Non-Hodgkin's Lymphoma
Condition: Lymphoma
Interventionr - Drig: romidepsin

37 Recruiting Valproic Acid {Depakote[Registered Trademark]) to Treat Avtoimmune Lymphoprobferative
Syndrome [ALPS}
Conditions:  ALPS; Hypersplenism;  Lymphadenopstiy
Interventions: - Drug: Valproic Acid; Procedwe: CT Scam  Procedure: Blood Sample

3 Recruting Panobinestat in Treating Patients With Relapsed or Refractory Acute Lymphobdastic
Leukemia or Acute Myeloid Leukeméa
Conditiorr  Leukemia
Interventions: DOrug- pancbinosiat; Genetic: gene expression analysis;  Gensbic:
rexerse transoriptase-polymerase chain reaction:
Cither: laboratory biomarker anatysis

3 Motyet APhase  Study of MS-275, in Combination With GM-CSF Treating Relapsed and Refract
recruiting < Myeloid Malignancies
Conditions:  Myelodyspiastic Syndrome; Acute Myebod Leukemia
Interventions:  Chrug: MS-275; Drug: GM-CSF

4 Recruiting LBH389 and lmatinib in Treating Patients With Previously Treated Chronic Phase Chronic
Myelogenous Leukemia
Conditiort . Leukeria
Interventions:  Dreg: imatinb mesylate; Drug: pancbinostat;
Genstic: polymerase chain reaction;  Genetic: profein 2xXoression anaiys:s:
Genetic: westem blotiing; Cther flow cytormetry;
COither: laboratory biomarker anafyss;  Other: pharmacological study

«fm Previous Page (1-20) Studies Shown {21-40) Mext Page (41-53] =

Sawe this search by bookmarking th=s page.
Wihen you use your bockmark, the search will be performed again on the most recent colection of studies.

E R55 Feed for studies found by your search that were receved in the last 14 days

=F| Download Options

U Madoral Librany of Medicine, Corbact Heip Cesk
LLE . Ndional inssates of Hesitn,” LLS. Departent of Health 4 Human Serdices,
UEAQoy Copyngnt, Cfwacy, Accascibily, Prestom of FRonmaton Aol

2yom 3 A 2000 1120



100

Search of bdac iphibitors | Open Srodies - List Besubis - Clinical Trals. sobp:fclinc almials pow/cid Tesulis Menm=bd ac-imhibitorsdrec = 0penfpe=3

ClinicalTrials.gov Sl S SUUSETO G

Rsrrwcr b the -5 Kmiona insidides o Healh | Se h |
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Found 53 studies with search oft hdac inhibitors | Open Studies

Include studies that are not seeking mew volunteers. ﬁ Dis tEons

Rank Status Study

41 Recruiting Hydralazine Valproate for Cervical Cancer
Condiion:  Metastatic Cenical Cancer
Interventions:  Drug: Hydralazine and magnesium waiproate;  Drug: Placebo

42 Recruiting Hydralazine Valproate for Ovarian Cancer
Condition:  Crarian Cancer
Inferventions:  Drug: Hydralazine and magnesium vaiproate; Drug: Placebo

43 Recruiting - Clinical Trial of PXD101 in Patients With T-Cell Lyrmphomas
Conditions:  Cutapeous T-Cel Lymphoma:  Peripheral T-Cel Lymphoma;
hon-Hodghin's Lymphoma
Intervention:  Dirug: belinostat

o L B il el L -
Conditions: L ;. Small Imestne Cancer
Interventions:  Drug: wornostal, Genetic: DMA analysis;
Crther: immunchistochemistry staining method;
Orther: mmunciogic fechmigue;  Other laboratory biomarker analysis

45 Recruiting  Trial of Vorinostat in Combination With Cyclophosphamide, Etoposide, Prednisone and
Ritwsimab fior Eiderly Patients With Relapsed Diffuse Large B-Cell Lymphoma {(DLBCL)

Conditions:.  Hodgkin's Disease; Lymphoma
Intervention:  Drug: rbwamab, cyclophosphamide, sloposide, prednisons, vorinostat and
Q0L guestionnaire, peg-figrastim or filgrastim

46 Recruiting Study of LBHSE8S (Panobinostat] to Treat MaBgnant Brain Tumaors
Condition: Recurrent Malignant Gliomas
Intervention: Drug: Pancbincstat

44 Racruiting

AT Mot yet Vorinostat in Treating ¥Women With Ductal Carcinoma in Situ of the Breast
recruiting Conditicn:  Breast Cancer
Interventions; Drug: wornostat; Genetic: probem expression analysis,;
Cther: mmunohistochemistry staining method;
Other: sboratory bicmarker analysis:  Protedure: necadjuvant therapy,
Procedure: therapeutc convertional surgeny

48 Not yat Vorinostat and Pegylated Liposomal Doxorubicin in Relapsed or Refractory Lymphomas
recruiting Caonditions:: Relapsed Lympbomas; Refractery Lymphomas
Inferventions:  Drug: Vornostat, Drug: Pegylated Liposomad Doxoerubicin (PLD)

43 Motyet  Dasatinib {Sprycel™) in Patients With Newly Diagnosed Core Binding Factor [CBF) Acute
recruifing  Myeloid Leukemda (AML)
Condition:  Acute Myeloid Leukernia (AML)
Interventions:. Drug: Dasatinib;  Drug: daunonbicing Orug: Cytarabme

50 Recruiting  Clofarabine for Myslodysplastic Syndrome [MDS) Patients Who Failed Vidaza Treatment it

Condiion: Myelodysplastic Syndromes
Interventions:  Drug: Chofarabine; Crog: Clofarabine

31 Recruiting - Phase ma Study of AMG 8355 in 3 ik o i
Conditions:  Hodgkin's Lymphoma;  Low Grade Lymmphoma;  Lymphoma;
Manthe Cefl Lymphoma;  Mon-Hodgkin's Lymphoma;
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Diffuse Large Cell Lymphoma
Interventions: Drug: AMG 655. Other Vornostai: Other: Bortezomib

32 Recruiting LBHSES Plus Degitabine for Myelodysplastic Syndromes or Acute Myeloid Levkemia
Conditions:  Leukemia, Myeloid, Acate;  Myelodysplastc Syndromes
Imterventions:  Drug: LBH589; Drug: Deciabine

33 Recruiting Valproate and Etoposide for Patients With Newronal Tumors and Brain Metastases
Conditions:  Meuroectodermal Tumor;  Brain Metastases
Interventions; Drug; Valproate; Dnueg: Etoposide
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Found 12 studies with search of: mgeodd103

Hide studies that are not seeking new voluniesers. ﬁ Dis fEons

Ramk  Status Study

1 Terminated Study to Evaluate Combination Treatment of MGCD0103 and Docetaxel [Taxotersd) for

Conditions:  Breast Cancer, Lung Cancer; Pumonary Cancer;
Mon-Small-Cef Lung Carcinoma;  Prostate Cancer;  Prostatic Cancer;
Gastric Cancer; Stomach Cancer
imervention:  Drug: MGCD0103 & Docetane!

2 Terminated Phase 2 Study of Azacitidine [(Vidazal vs MGCDO 03 vs Combination in Elderty Subjects
With Newly Diagnosed Acute Myeloid Leukemia (AML} or Myskodysplastic Syndrome

[MDS}
Conditions:  Acute Myeloid Leukemia (AML);, Myslodyspiastic Syndrome (MDS)
Interventions:  Drug: Azacitidine; Drug: MGCD0103;  Drug: MGCDO103

3  Completed A Phase Vil Study of MGCD0H 03 {(MG-0103] in Combination With Gemcitabine
Condition:  Tumoes
Interventions: Drug: MGCD0103; Drug: Gemcitabne

4 Terminated MGCDI03 Administered in Combination With Azacitidine (Vidaza® to Subjects With
Relapsed or Refractory Hodgkin or Mon-Hodgkin Lymphoma
Conditions:  Hodgkin Lymphoma; - Non-Hodgkin Lymphoma (Folicuiar or Large
Diffuse B-Cel Lymphoma or Mantke Cell Lymphomal)
Intervention:  Drug: MGCD0103 and Azaciidine

3 Terminated Study of MGCDOH03 (MG-0103) in Patients With Relapsed or Refractory Hodgkin's
Lymphoma
Condtior:  Hodgkin's Lymphoma
fmtervention: Drug: MGCDO103

&  Completed

A Phase il Study of B
Lymphoeytic Leukemia

Condtion:  Lymphocytic Leukemia, Chronic
Intervention: Drug: MGCD-0103

7 Terminated

I i atients W
With Relapsed!Refractory Disease

Conditons:  Myslogenous Leukermia, Acute;  Myelodyspiastic Syndromes
Imervention:  Drug: MGCDO103

8 Completed A Phase Vil Study of MGCDH 03 With Azacitidine in Patients With High-Risk
Myelodysplastic Syndrome (MOS5) or Acute Myelogenous Leukemia
Conditions:  Mystodysplastic Syndrome;  Acute Myslogenous Leukemiz
imervention: Drug: MGCDO103

9 Activa, not Study of MGCOHHMEZ Given Three Times Weekly in Patients With Relapsed and

recruiting Refractory Lymphoma
Condition: Lymphoma
imenvention:  Drug: MGCDI03

10 Completed A Phase | Study of MGCD0103 Given Twice Weekly in Patients With Leukemia or
ledysplastic dromes
Conditions:  Leukemia; My=lodysplastic Syndromes
imervention:  Drug: MGCDO103
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11 Completed A Phase | Study of MGCOO103 Given Three-Times Weekly In Patients With Leukemia Or
Myeledysplastic Syndromes
Conditions:  Leukemiz;  Myelodysplastic Syndromes
imerventon: Drug: MGCDO103

12 Completed Study of MGCOHH03 Given Three-Times Weekly in Patients With Advanced Solid Tumors
or Non-Hodgkin's Lymphoma
Conditions:  Tunors;  Mon Hodgkin's Lymphoma
imenvention:  Drog: MGCDINO3
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Found 24 studies with search of: phenylbutyrate

Hide studies that are not seeking new volunteers. ﬂ Dis Eons

Rank Status  Study

1 Active, not  Clinical Trial of Sodium Phenylbutyrate in Children With Spinal Muscular Atrophy Type |
recruiting Condition:  Spinad Muscuar Atrophy Type |
Intervention:  Crug: sodium phenylbutrate

2 Teminated

Conditons:  Spinaf Muscular Atrophy Type [I;  Spinal Muscular Atrophy Type 1
Intervention:  Drug: sodum phenylbutyrate

3 Completed Safety and Tolerabifity Study of Phenyibotyrate in Huntington's Disease {(PHEND-HD}

Condition:  Huntington's Disease
Intervertion: Crug: sodim phemylbutyrate

4 Completed  Safely Study of Oral 5odium Phenylbutyrate in Subjects With AL S [Amyotrophic Lateral
Sclerosis
Condition:  Armyotrophic Lateral Sclerosis
Intervention: Crug: sodium phenylbutrate

3  Recruiting  Arginine and Bupheny| in Patients With Argininosuccinic Aciduria {ASA], & Urea Cycle
Disorder
Conditions:  Argninosuccinic Aciduriac  Amino Acid Metabodizm, Inborn Errors;
Urea Cycle Disorders
Interventions:  Drug: Sodium Phenylbutyrate {Bupheny-TM); Drug: Angmine

6  Recruiting  Mechanism of Fatty Acid-Induced Impairment of Glucose-Simulated Insulin Secration -
Effect of Buphenyl
Conditions:  Diabetes; Elevated Free Fatty Acids.  Insuln Resistance
Intervention: Crug: sodim phemybutyrate

T Completed Phenylbutyrate in Treating Patients With Refractory Sod Tumors or Lymphoma
Conditions:  Lymphoma; Unspecified Aduit Solid Tumor, Protocol Specific
Interventions: Crug: chemctherapy, Drug; oral sodiom phenylbutyrate

8 Reeruiting  Study to Evaluate Sodium Phenylbutyrate in Pre omatic Infants With Spinal

Condiion:  Spinad Muscuar Alrophy
Intervention: Drug; Sodium phemylbutyrate (NaPB)

9  Completed Phenylbutyrate to Treat Children With Progressive or Becurrent Brain Tumors
Condition:  Bran Tumor
Imervention:  Crug: Phenyfbutyrate

10 Active, not Phenyil rate aod Valganch
recruiting  Epstein-Barr Vines-Positive Cancer
Conditions:  Gastric Cancer,  Head ard Meck Cancer;  Lymphoma;
Lyrmphoproliferative Disorder
Imterventons: Drug: oral scdum phenylutyrate;  Drug: wvalgancaiowr;
Genetic: polymerase chan reaction;
Genatic: protein expression analyss, Procedure: biopsy

11 Teminated Phenylbutyrate/Genistein Ductherapy in Delta F308-Heterozygotes (for Cystic Fibrosis)
Condition: Cystic Fibrosis
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Interventions: Crug: Sodium 4-Phenybutyrate:  Drug: Uncorpegated 1soflavonss 100;
Drug: Placebo

12 Completed PhenybutyratelGenistein Duotherapy in Delta FS308-Homozygous{for Cystic Fibrosis)
Condition:  Cystic Fibrosis
Imterventions:  Crug: Sodium 4-Phenybutyrate (4PBA)  Drug: Unconpugated
Isoflavones 100 (PTI G-44660, 87% Genstein): Drug: Placsbo

13 Completed  Azacitidine Plus Phenylbutyrate in Treating Patients With Acute Myeloid | eskemia or
Myelodysplastic Syndroms
Conditions:  Leukemiz; Myelodysplastic Syndromes;
Myelody=plasticMysloproiferative Dizeases
Interventions:  Drug: azacifidine;  Drug: sodium phenylbutyrate

14 Completed  S-Azacytidine and Phenylbutyrate to Treat Severs Thalassemia
Condition: Beta Thalassemia
Intervention: Cirug: S-Azacytidine

13 Active, not  Phenylbutyrate in Treating Children With Progressive or Recumrent Cancer of the Central
recruiting Mervous System
Condition:  Bran and Central Mervous Sysbemn Tumars
Intervention: Drug: sadum phemnylbutyrate

16 Compleied Phase | and Pharmacokinetic Trial of Phenylbutyrate Given as a Continuwous Infusion in
Pediatric Patients With Refractory Malignancy
Conditions: - Bramn Neoplasms;  Mewoblastoma
Intervention:  Drug: phenyloutyrate

17 Compleisd  Phenylbutyrate Plus Azacitidine in Treating Patients With Acute Myeloid Laukemia
Myelodysplasia, Mon-Hodghin's Lymphoma, Multiple Myeloma, Non-Small Cell Lung
Cancer, or Prostate Cancer
Conditions:  Leukemiz; Lung Cancer; Lymphoma;
Muitiple Myeloma and Plasma Cell Necplasm;
Myelodysplastic Syndromes;  Prostate Cancer
Interventons:  Drug: azactidine; Drug: sodium phenylbutyrate

18  Compleied Phenylbutyrate, Dexamethasone, and Sargramostim in Treating Patients With Refractory
of Relapsed Acute Myeloid Leukemia
Condition:  Leukemia
Interwsntions:  Biclogicat sargramostim;  Drug: desamethasons;
Dirug: oral sodium phenylbutyrate

13 Completed Fluorouracil, Phenylbutyrate, Indomethacin, and Interferon Gamma in Treating Patents
With Advanced Colorestal Cancer
Condition: Colorectal Cancer
Intervent:ons: . Biologicat recombinant nterferon gamma;  Dreg: fluorowrac;
Drug: indomethacine  Drug: sodium phenylimgyrate

2 Completed  Azacifidine Plus Phenylbutyrate in Treating Patients With Advanced or Metastatic Solid
Tumors That Have Not Responded to Previous Treatment
Conditions:  Lymphoma;  Smal Intestine Cancer;
Unspecified Adult Solid Tumor, Protocol Specihic
Interventions: Drug: azsciidine;  Drug: sodium phenylbutyrate
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Found 24 studies with search of: phenylbutyrate

Hide studies that are not sesking new volunteers. s| Display Oplions
Fank Status  Study

M Recruiting Dose-Escalation Safety Study of HPN-100 to Treat Urea Cycle Disorders
Condfion L.\'&aﬂytrle Crzorders

22 Terminated

R ey Theke g e
Imerventicre:  Crug azaciidne:  Dnug phemdbunyrate

2 Completed Phenylbutyrate and Trefinoin in Treating Patients ¥With Hematologic Cancer
Conditiors:  Leukemiz  Myelodysplastic Syndromes;
Mheloohysplastic/Myeloprofferatve Diseases
Imterventiors:  Droge sodium phenylbuyrate;  Drug: tretinoin
24 Compieted Phasell o Sodium Ph ate, Sodium Benzoate Sodium Ph
Congfior  Aming Acd Metabelism, Inbom Emors
[mteruentions: Erug:S-u:-ﬁunBa'me Dnugy: Sodium: Phendacetate:
Erug Sodium Phemyiouiyrate:  Behaioral Dietany [mntensention
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