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1 Einleitung 

 

1.1 Die akute myeloische Leukämie (AML) 

1.1.1 Definition und Epidemiologie der AML 

Akute myeloische Leukämien (AML) sind charakterisiert durch die maligne Transformation  

von primitiven hämatopoetischen Stammzellen oder myeloiden Vorläuferzellen mit 

anschließender klonaler Proliferation und Akkumulation leukämischer Blasten im 

Knochenmark (Kebriaei et al. 2008). Die malignen Zellen sind durch fehlende Ausreifung 

gekennzeichnet (Wouters et al. 2009). 

Die jährliche altersbereinigte Inzidenz der AML betrug in den U.S.A. für den Zeitraum 2001 

bis 2005 3,6 pro 100.000 Einwohner, in England für das Jahr 2006 etwas über 4 pro 100.000 

Einwohner und veränderte sich in den beiden Ländern während des Zeitraumes 1996 bis 2005 

(U.S.A.) bzw. 1997 bis 2006 (England) trotz leichter Schwankungen nur unwesentlich (Office 

for National Statistics 2008, Ries et al. 2008). In Anbetracht der geringen Neuerkrankungs-

raten erscheint die Mortalität mit ca. 2,8 pro 100.000 Einwohner und Jahr (in den U.S.A.) sehr 

hoch (Ries et al. 2008). Die relative 5-Jahresüberlebensrate ist mit 21,9% (U.S.A.) dement-

sprechend klein und sinkt mit zunehmendem Patientenalter; so liegt sie bei älteren Patienten 

(Alter über 65 Jahre) bei nur ca. 5% (U.S.A.) (Ries et al. 2008). Damit ist die AML die 

zweithäufigste Leukämie mit der schlechtesten Prognose aller Leukämien. Das mediane Alter 

bei Diagnosestellung liegt in den U.S.A. bei 67 Jahren, wobei Männer etwas häufiger erkran-

ken als Frauen (Ries et al. 2008). 

 

1.1.2 Klinik und Diagnose der AML 

Die klinische Symptomatik der AML ist meist zurückzuführen auf eine Knochenmarkinsuffi-

zienz; seltener treten Beschwerden infolge Infiltration extramedullärer Organe durch leukämi-

sche Zellen oder Zirkulationsstörung aufgrund sehr hoher Leukozytenzahlen im peripheren 

Blut auf (Fritsch et al. 2006). Infolge der Knochenmarkinsuffizienz kann es zu den 

Symptomen einer Anämie, wie Schwäche, Müdigkeit, Blässe und Belastungsdyspnoe, zu 

Infektionen aufgrund der Leukopenie und zu spontanen Blutungen, die durch die 

Thrombopenie bedingt sind und sich in Form von Petechien, Zahnfleisch-, Nasen- und 

Netzhautblutungen manifestieren können, kommen (Kebriaei et al. 2008). Zudem treten gele-

gentlich B-Symptome, also Gewichtsverlust, Nachtschweiß und Fieber, dem jedoch meist In-
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Tabelle 1: WHO-Klassifikation der AML 
 
AML mit spezifischen genetischen Abnormalitäten 

AML mit Translokation t(8;21)(q22;q22), (AML1/ETO) 
AML mit abnormen Eosinophilen im Knochenmark und inv(16)(p13q22) oder 

t(16;16)(p13;q22), (CBFβ/MYH11) 
 Akute Promyelozytenleukämie mit t(15;17)(q22;q12), (PML/RARα) und Varianten 

AML mit 11q23 (MLL) Abnormalitäten 
 

AML mit multilineärer Dysplasie  

AML mit vorangegangenem myelodysplastischen Syndrom (MDS) oder myelodys-
plastischer/myeloproliferativer Erkrankung (MPD) 

AML ohne vorangegangenem MDS/MPD 
 

AML und myelodysplastische Syndrome, therapie-assoziiert  
AML assoziiert mit alkylierenden Substanzen/Radiotherapie 
AML assoziiert mit Topoisomerase II-Inhibitoren 
Andere 
 

AML, nicht anderweitig kategorisiert  
 AML mit minimaler Differenzierung (entsprechend M0 der FAB-Klassifikation) 

AML ohne Ausreifung (entsprechend M1 der FAB-Klassifikation) 
AML mit Ausreifung (entsprechend M2 der FAB-Klassifikation) 
Akute myelomonozytäre Leukämie (entsprechend M4 der FAB-Klassifikation) 
Akute monoblastische/monozytäre Leukämie (entsprechend M5 der FAB-Klassifi-

kation) 
Akute Erythroleukämie (entsprechend M6 der FAB-Klassifikation) 
Akute megakaryozytäre Leukämie (entsprechend M7 der FAB-Klassifikation) 
Akute Basophilenleukämie 

 Akute Panmyelose mit Myelofibrose 
Myeloisches Sarkom 

 

fektionen zugrunde liegen, auf (Fritsch et al. 2006). Hepatosplenomegalie, generalisierte 

Lymphadenopathie sowie leukämische Infiltrationen von ZNS, Hoden, Knochen und Haut 

sind seltene Komplikationen der AML (Kebriaei et al. 2008). Nur etwa die Hälfte der Patien-

ten weist im Blutbild erhöhte Leukozytenzahlen auf (Kroschinsky et al. 2007). In ca. 10% der 

Fälle ist jedoch eine Hyperleukozytose mit über 100.000 Leukozyten pro µl peripheren Blutes 

zu verzeichnen, die schnell zum Tod führen kann und daher einer raschen Behandlung bedarf 

(Marbello et al. 2008). Dabei verursacht die Leukostase Mikrozirkulationsstörungen, die vor 

allem lebensbedrohliche Schäden des ZNS (Hirnblutungen) und der Lunge (Ateminsuffizienz) 

hervorrufen können (Blum und Porcu 2007). Patienten mit akuter Promyelozytenleukämie 

(APL) entwickeln häufiger Koagulopathien, die zu gefährlichen Blutungen (insbesondere in-

trazerebral) und Thrombosen führen können und die Hauptursache für frühe Todesfälle bei 

dieser Form der AML darstellen (Tallman et al. 2007). 

Um die Diagnose AML stellen zu können, muss entweder eine leukämische Infiltration des 
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Knochenmarks oder eine von mehreren bestimmten AML-definierenden zytogenetischen Ab-

normalitäten nachgewiesen werden (Harris et al. 1999). Nach der älteren French-American-

British (FAB) Klassifikation wird die AML durch einen Blastenanteil im Knochenmark oder 

Blut von 30% und mehr definiert;  in der neueren Klassifikation der Weltgesundheitsorgani-

sation (s. Tabelle 1) ist für die Diagnose bereits ein Blastenanteil von 20% ausreichend 

(Vardiman et al. 2002). Die Abgrenzung zur akuten lymphoblastischen Leukämie wird durch 

zytochemische und immunphänotypische Verfahren gewährleistet, anhand derer der myeloide 

Ursprung der malignen Zellen feststellbar ist. Allerdings weisen die leukämischen Blasten in 

10-20% der Patienten Charakteristika sowohl von lymphoiden als auch myeloiden Zellen auf 

(Kebriaei et al. 2008). 

 

1.1.3 Ätiologie und Pathophysiologie der AML 

Risikofaktoren für die Entwicklung einer AML sind die Exposition gegenüber ionisierender 

Strahlung, chemischen Karzinogenen, wie Benzol und Herbizide, sowie Chemotherapeutika, 

unter diesen v.a. alkylierende Substanzen und Topoisomerase II-Inhibitoren (Epipodophyllo-

toxine und Anthrazykline) (Deschler und Lübbert 2006). Hämatologische Erkrankungen wie 

das Myelodysplastische Syndrom oder die erworbene aplastische Anämie, und einige geneti-

sche Störungen, z.B. Trisomie 21, Klinefelter-Syndrom und Fanconi-Anämie prädisponieren 

ebenfalls für die Entstehung einer AML (Fritsch et al. 2006, Christ et al. 2007). In der Mehr-

zahl der Fälle ist jedoch keine eindeutige Ursache für die Erkrankung feststellbar (Deschler 

und Lübbert 2006). 

Die AML entsteht durch die maligne Transformation einer myeloiden Vorläuferzelle, die ent-

weder eine hämatopoetische Stammzelle mit dem Potenzial zur unbegrenzten Selbsterneue-

rung oder eine etwas differenziertere Vorläuferzelle, die aufgrund der Transformation Stamm-

zelleigenschaften erwirbt, verkörpert (Kebriaei et al. 2008). Diese Transformation ist höchst-

wahrscheinlich ein Prozess, in dem es zur Kumulation mehrerer verschiedener leukämogener 

Ereignisse kommt (Christ et al. 2007). 

Die 2002 von Gilliland und Griffin aufgestellte "2-hit"-Hypothese für die AML besagt, dass 

es zur Krankheitsentstehung des gemeinsamen Auftretens von Mutationen aus zwei komple-

mentären Mutationsklassen bedarf (Gilliland und Griffin 2002). Klasse-I-Mutationen führen 

über die Aktivierung von Signaltransduktionswegen zu vermehrter Proliferation und einem 

Überlebensvorteil der transformierten Zellen. Beispiele hierfür sind aktivierende Mutation der 

Tyrosinkinasen FLT3, RAS und KIT sowie die Translokationen, aus denen die Fusionspro-

teine BCR-Abl und TEL-PDGFβR resultieren (Kebriaei et al. 2008). Die zweite Klasse von 
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Mutationen hemmt die hämatopoetische Differenzierung und verleiht den transformierten 

Zellen wahrscheinlich das Potenzial zur unbegrenzten Selbsterneuerung (Gilliland und Griffin 

2002). Dieser Gruppe gehören Translokationen an, die hämatopoetische Transkriptionsfakto-

ren wie den sog. „Core binding factor“ (CBF), den Retinsäure-Rezeptor α (RARα), Mitglieder 

der Homeobox (HOX)-Familie oder das MLL-Protein betreffen (Kebriaei et al. 2008). Die 

Beobachtung, dass Mutationen einer Klasse sehr selten gemeinsam in einem Patienten auftre-

ten, aber häufig in Verbindung mit einer Mutation der jeweils anderen Klasse vorkommen, 

stützt die "2-hit"-Hypothese für die AML (Gilliland und Griffin 2002). 

Die als Folge von Klasse-II-Mutationen auftretenden Fusionsproteine AML1/ETO und 

CBFβ/MYH11, die Teile des CBF beinhalten, sowie PML/RARα und PLZF/RARα repri-

mieren die Zielgene von CBF bzw. RARα durch aberrante Rekrutierung eines Repressorkom-

plexes, der u.a. Histondeacetylasen enthält (Glaser 2007, Kebriaei et al. 2008). Der Einsatz 

von Histondeacetylase-Inhibitoren (HDACi) in der Behandlung von AMLs mit diesen Trans-

lokationen könnte daher eine nützliche Therapieoption darstellen. In-Vitro Studien belegen, 

dass HDACi in der Lage sind, durch Verminderung der transkriptionellen Repression 

Differenzierung und Apoptose besonders in leukämischen Blasten mit den erwähnten Fusi-

onsproteinen zu fördern (Jing et al. 2002, Liu et al. 2007). 

 

1.1.4 Therapie und Prognose der AML 

Die Behandlung der AML besteht aus einer Induktionstherapie mit dem Ziel der schnellen 

Reduktion der leukämischen Zellpopulation und Wiederherstellung der normalen Knochen-

marksfunktion, sowie einer nachfolgenden Postremissionstherapie, mit der die Eradikation re-

sidueller Leukämiezellen und damit Heilung erreicht werden soll. Für die Postremissionsthe-

rapie bestehen grundsätzlich drei Therapiealternativen: Konsolidierungschemotherapie, allo-

gene und autologe Stammzelltransplantation. Die Wahl des Behandlungsschemas richtet sich 

nach dem Alter, dem Allgemeinzustand, zytogenetischen und genetischen Prognosefaktoren 

des Patienten. 

Patienten, die jünger als 60 Jahre sind, erhalten außerhalb von klinischen Studien als 

Induktionstherapie fast ausschließlich ein oder zwei Zyklen der sog. „7 + 3"-Kombination, die 

eine dreitägige Gabe von Daunorubicin oder Idarubicin sowie eine zeitgleich beginnende 

siebentägige Verabreichung von Cytarabin (Ara-C) umfasst (Kebriaei et al. 2008). Eine 

Postremissionstherapie, die aus mehreren Zyklen Konsolidierungschemotherapie mit mittel- 

oder hochdosiertem Ara-C besteht, erzielt bei diesen Patienten gute Ergebnisse, sofern 

bestimmte Kriterien für ein gutes Ansprechen erfüllt sind (Bloomfield et al. 1998, Paschka et 



 5

al. 2006). Die Prognose dieser Patienten ist mit einer Rezidivrate von ca. 30-35% innerhalb 

von 5 Jahren besonders günstig (Paschka et al. 2006). Patienten unter 60 Jahren mit ungünsti-

gen Prognosefaktoren profitieren nur ungenügend von der Konsolidierungschemotherapie mit 

Ara-C und sollten in klinischen Studien behandelt werden oder eine allogene Stammzell-

transplantation erhalten (Estey und Döhner 2006). Mittel- bzw. hochdosiertes Ara-C oder 

experimentelle Therapieansätze sind für Patienten empfehlenswert, deren AML einen Ka-

ryotyp mit intermediärer Prognose aufzeigt (Kebriaei et al. 2008). 

Bei über 60-jährigen Patienten können aggressive Behandlungsschemas, wie „7 + 3“ oder die 

hochdosierte Gabe von Ara-C, aufgrund der erhöhten therapieassoziierten Morbidität und 

Mortalität häufig nicht angewandt werden (Craig und Schiller 2008). Deshalb sollten ältere 

Patienten in schlechtem Allgemeinzustand oder mit eingeschränkter Leber- oder Nieren-

funktion sowohl für die Induktionstherapie als auch die Postremissionstherapie in klinischen 

Studien behandelt werden, soweit dies möglich ist (Kebriaei et al. 2008). Falls diese Patienten 

für eine Studienteilnahme nicht in Frage kommen, ist eine Palliativbetreuung anzustreben 

(Estey und Döhner 2006). Patienten in gutem Allgemeinzustand und mit guter Leber- und 

Nierenfunktion kann sowohl eine Standardtherapie (z.B. „7 + 3“-Schema) als auch eine 

experimentelle Behandlung als Induktionstherapie angeboten werden, während die Postremis-

sionstherapie dieser Patienten in Studien stattfinden sollte (Kebriaei et al. 2008).  

Die Behandlung des Rezidivs besteht bei jüngeren Patienten vor allem in der allogenen (bzw. 

bei fehlendem Stammzellspender autologen) Stammzelltransplantation oder – falls diese nicht 

möglich ist – in experimentellen Therapieprotokollen (Craddock et al. 2005). Das Rezidiv in 

Patienten, die über 60 Jahre alt sind, kann mit Gemtuzumab-Ozogamicin, im Rahmen klini-

scher Studien oder nach einer langen Remission mit der Wiederholung des vorangegangenen 

Schemas zur Induktionstherapie behandelt werden (Craig und Schiller 2008). Inzwischen ist 

es möglich, im Rahmen klinischer Studien auch bei älteren Patienten in guter körperlicher 

Verfassung eine allogene Stammzelltransplantation nach nicht-myeloblativer Konditionierung 

durchzuführen (Kebriaei et al. 2008). Dennoch haben ältere Patienten nach wie vor eine 

deutlich schlechtere Prognose als jüngere (Craig und Schiller 2008). 

Einen Sonderfall unter den AMLs stellt bezüglich ihrer Behandlung und Prognose die akute 

Promyelozytenleukämie (APL) mit den Fusionsproteinen PML/RARα oder PLZF/RARα dar. 

Die Standard-Induktionstherapie der APL beinhaltet die drei- bis viermalige Gabe von Idaru-

bicin alle zwei Tage zusammen mit der täglichen Verabreichung von all-trans-Retinsäure 

(ATRA) bis zum Erreichen der kompletten Remission (Sanz et al. 2004). Älteren Patienten, 

die bei diesem Therapieschema eine höhere Mortalität aufweisen, kann als Alternative die 



 6

weniger toxische Kombination Arsentrioxid/ATRA angeboten werden (Kebriaei et al. 2008). 

Um einer möglicherweise auftretenden Koagulopathie vorzubeugen, sollte ATRA möglichst 

frühzeitig verabreicht werden und Thrombozytenwerte sowie Serum-Fibrinogen oberhalb 

bestimmter Grenzwerte gehalten werden (Tallman et al. 2007). Als Postremissionstherapie 

der APL werden üblicherweise 3 Zyklen einer Konsolidierungschemotherapie mit Idarubicin 

und ATRA verabreicht (Kebriaei et al. 2008). Ein Rezidiv der APL sollte mit Arsentrioxid 

oder Gemtuzumab-Ozogamicin und anschließender autologer (bei kompletter molekularer 

Remission) oder allogener (bei minimal residueller Erkrankung) Stammzelltransplantation 

behandelt werden (Tallman 2007). Auf diese Weise kann ein rezidivfreies 5-Jahresüberleben 

von etwa 75% erreicht werden, womit die APL die günstigste Prognose aller Formen der 

AML besitzt (Ravandi et al. 2009). 

In der Therapie der AML spielt also die Behandlung, die im Rahmen klinischer Studien statt-

findet, eine bedeutende Rolle. Histondeacetylase-Inhibitoren gehören zu den Medikamenten, 

die derzeit in diesen Studien untersucht werden und die aufgrund ihrer geringen Toxizität vor 

allem in der Behandlung älterer Patienten eine sinnvolle Alternative darstellen (Bellos und 

Mahlknecht 2008). 

 

  

1.2 Resistenzmechanismen 

von Malignomen 

 
Resistenz von Tumoren gegenüber Chemotherapeutika – ob primär vorhanden oder während 

der Therapie erworben – ist ein ubiquitäres und eines der größten, immer noch ungelösten 

Probleme der Onkologie. Im Folgenden wird ein kurzer Überblick über die verschiedenen 

Mechanismen gegeben, die zur Chemoresistenz von Tumoren führen können (Aufbau und 

Inhalt orientieren sich an der Übersichtsarbeit von Gottesman et al. aus dem Jahr 2002): 

 

■ Verminderung der Medikamentenmenge, die den Tumor erreicht:  

●  Geringe Absorption bei oraler Aufnahme von Medikamenten 

●  Verstärkter Metabolismus von Medikamenten 

●  Erhöhte Ausscheidung von Medikamenten mit der Folge erniedrigter Blutkonzentrationen 

●  Verminderte Diffusion der Medikamente aus dem Blut in den Tumor 
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●  Abnorme Vaskularisation. Sie führt zu vermindertem Blutfluss innerhalb des Tumors, 

geringerem Druckgradienten zwischen Gefäßlumen und interstitiellem Tumorgewebe 

sowie lokaler Hypoxie, die darüber hinaus Tumorigenese und Tumorprogression durch 

Induktion von „hypoxia-inducible factors“ fördert (Jain 2001, Rankin und Giaccia 2008) 

●  Tumorgeometrie und extrazelluläre Matrix (Green et al. 1999, Pluen et al. 2001) 

 
■ Herabgesetzte Sensibilität gegenüber Medikamenten durch genetische und epigene-

tische Veränderungen der Krebszellen: 

 ●  Veränderung der zellulären Angriffspunkte eines Medikamentes 

 ●  Verstärkte Reparatur eines Medikamenten-induzierten Schadens (v.a. DNA-Schäden) 

 ● Aktivierung von Enzymaktivitäten, die bestimmte Medikamente oder Klassen von Medi-

kamenten spezifisch abbauen (z.B. Cytidindeaminase) (Galmarini et al. 2001) 

 ●  Zelluläre „Multidrug resistance“, d.h. mangelnde Sensibilität gegenüber einer Vielzahl 

strukturell und mechanistisch nicht verwandter zytotoxischer Substanzen, vermittelt 

durch: 

 - verringerte Medikamentenaufnahme in die Tumorzelle; dies betrifft v.a. wasserlösliche 

Medikamente, die durch Endozytose aufgenommen werden oder über Transporter und 

Carrier, deren physiologische Aufgabe in der Versorgung der Zelle mit Nährstoffen 

liegt, ins Zytosol gelangen (Liang et al. 2004) 

 - Aktivierung von zellulären Entgiftungssystemen, z.B. des Cytochrom P450-Enzymsys-

tems (McFadyen et al. 2001) 

 - Gestörter Ablauf der Apoptose, z.B. durch im Rahmen der malignen Transformation 

mutiertes oder nicht-funktionales p53 (Lowe et al. 1993), Überexpression von anti-apop-

totischen Proteinen der Bcl-2-Familie (Frenzel et al. 2009) oder Veränderungen in der 

Regulation des Zellzyklus, wie Inaktivierung von Checkpoints, wodurch die medi-

kamentöse Einleitung der Apoptose verhindert wird (Schmidt und Bastians 2007) 

 - Vermehrte Expression von ATP-abhängigen Efflux-Pumpen (v.a. ABC-Transporter), 

die Medikamente aus dem Hyaloplasma über Membranen hinweg entweder in den Ex-

trazellularraum oder intrazelluläre Kompartimente transportieren und somit die zytosoli-

sche Konzentration der Medikamente vermindern (Dean et al. 2001) 
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1.3 Ablauf der Apoptose 

 
Im Hinblick auf die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Testverfahren wird hier kurz der 

Verlauf der Apoptose umrissen. 

Apoptose kann von Signalen aus der extrazellulären Mikroumgebung (extrinsisch) sowie  Sig-

nalen aus subzellulären Kompartimenten wie dem Zellkern oder dem Zytosol (intrinsisch) ini-

tiiert werden. Der extrinsische Weg wird durch Aktivierung von membranständigen Rezepto-

ren vermittelt. Dies geschieht im Fall der sog. „Todesrezeptoren“ (z.B. Tumornekrosefaktor-

Rezeptor 1) durch Bindung von Liganden, bei sog. „dependence receptors“ durch die Abwe-

senheit ihrer Liganden und führt jeweils zur Aktivierung der Initiatorcaspasen 8 und 10 (Gal-

luzzi et al. 2007). Der intrinsische Weg, der u.a. von den konventionellen Chemotherapeutika 

ausgelöst wird, ist gekennzeichnet durch die Permeabilisierung mitochondrialer Membranen 

(Kroemer et al. 2007, Ashkenazi 2008). Einerseits hat dies den (messbaren) Verlust des mito-

chondrialen Transmembranpotentials (∆Ψm) zur Folge, andererseits die Freisetzung von Pro-

teinen aus dem Intermembranraum des Mitochondriums ins Zytosol und den Zellkern (Gal-

luzzi et al. 2007). Ein Teil der freigesetzten Proteine (z.B. Cytochrom c) führt im Zytosol zur 

Aktivierung der Initiatorcaspase 9, ein anderer Teil (z.B. Endonuklease G) fördert unabhängig 

von Caspasen die Chromatinkondensierung im Zellkern (Kroemer et al. 2007). Der Verlust 

von ∆Ψm ist eng gekoppelt mit der darauffolgenden Externalisierung von Phosphatidylserin 

(Ferraro-Peyret et al. 2002). Das Präsentieren von Phosphatidylserin an die Zellumgebung 

dient der Erkennung und Phagozytose apoptotischer Zellen durch Phagozyten (van Engeland 

et al. 1998). 

Extrinsischer und intrinsischer Weg münden in eine gemeinsame letzte Phase der Apoptose, 

die durch die Aktivierung der Effektorcaspasen 3, 6 und 7 charakterisiert ist und zur DNA-

Fragmentierung durch Desoxyribonukleasen führt, was den Tod der Zelle besiegelt (Galluzzi 

et al. 2007, Huerta et al. 2007, Nagata 2005). Eine Verbindung zwischen extrinsischem und 

intrinsischem Pfad besteht allerdings bereits zu einem früheren Zeitpunkt: die über extrazellu-

läre Signale aktivierte Initiatorcaspase 8 induziert u.a. auch die Permeabilisierung mitochon-

drialer Membranen und alle damit verbundenen Folgereaktionen, wie Verlust von ∆Ψm und 

Externalisierung von Phosphatidylserin (Kroemer et al. 2007). Die beiden zuletzt genannten 

Phänomene finden also, ebenso wie die DNA-Fragmentierung sowohl bei intrinsisch als auch 

bei extrinsisch ausgelöster Apoptose statt und eignen sich daher als Parameter zur Erfassung 

der Apoptose unabhängig von der Natur des initialen Stimulus. 
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1.4 ABC-Transporter 

1.4.1 Klinische Relevanz von ABC-Transportern 

Einige ATP-binding cassette (ABC)-Transporter besitzen – wie bereits unter 1.2 erwähnt – 

die Fähigkeit, malignen Zellen eine Kreuzresistenz gegen viele Zytostatika bzw. pleiotrope 

Chemoresistenz oder sog. „Multidrug resistance“ zu verleihen. Hierbei kann es aufgrund der 

breiten Substratspezifität der Transporter auch zu Resistenzen gegen Chemotherapeutika 

kommen, mit denen die Malignome vorher nie Kontakt hatten; in der klinischen Situation 

kann dies zu einem fehlenden Ansprechen auf eine Zweit- bzw. Drittlinien-Chemotherapie 

führen. Tabelle 2 gibt einen Überblick über die wichtigsten Chemoresistenz-assoziierten 

ABC-Transporter, ihre Substrate, zu denen auch viele Chemotherapeutika zählen, und ihre 

Organverteilung im menschlichen Körper (eine umfassendere Übersicht von ABC-Transpor-

tern befindet sich im Anhang). Die zugrundeliegenden Daten wurden in vitro erzeugt, entwe-

der durch Selektion von Zellen mittels stufenweiser Erhöhung von Zytostatika-Konzentra-

tionen oder durch Überexpression nach Transfektion einzelner Efflux-Pumpen-Gene. Unter-

suchungen zum Einfluss der Expression von ABC-Transportern in Malignomen auf klinische 

Parameter stellten sich als eine schwierigere Aufgabe dar und ergaben nicht immer die erwar-

tete Konsistenz. Im Folgenden sind die Erkenntnisse aus diesen klinischen Studien zusam-

mengefasst: P-Glykoprotein, in den 1970er Jahren entdeckt, war der erste im Zusammenhang 

mit „Multidrug resistance“ beschriebene ABC-Transporter (Szakács et al. 2006). Frühe Stu-

dien konnte eine starke Expression von Pgp in Karzinomen des Kolon, der Nieren, der Neben-

nieren und der Leber, zeigen. Ursächlich dafür ist, dass Pgp in diesen ex- und sekretorischen 

Organen auch physiologischerweise in hohen Konzentrationen vorliegt (Lage 2008). Eine 

Metaanalyse von 1997 kam zu dem Ergebnis, dass Pgp in 41% der Mammakarzinome expri-

miert wird, diese Expression mit einer erhöhten Wahrscheinlichkeit für Therapieversagen ein-

hergeht und nach einer Chemotherapie ansteigt (Trock et al. 1997). Immunhistochemische 

Analysen von Weichteil- und Osteosarkomen legten eine starke Assoziation zwischen der 

Menge an Pgp-Protein und rezidivfreiem Überleben sowie Gesamtüberleben dar; dies konnte 

allerdings mit anderen Methoden nicht bestätigt werden (Gottesman et al. 2002). Die einheit-

lichsten Daten über die Verbindung von Pgp-Expression und klinischem Ergebnis liegen zur 

akuten myeloischen Leukämie vor. Hier korrelierte die Exprimierung von Pgp mit einer ver-

minderten Rate kompletter Remissionen und einer schlechteren Prognose und während bei 

Erstdiagnose ca. ein Drittel der Patienten Pgp in ihren leukämischen Zellen exprimierten, wa-

ren es bei einem Rezidiv über 50% (Leith et al. 1999, Michieli et al. 1999, Han et al. 2000, 
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van der Kolk et al. 2000, Szakács et al. 2006). Weniger gut etabliert ist die Rolle von BCRP 

in klinischer „Multidrug resistance“ von Malignomen. BCRP wurde in verschiedenen soliden 

Tumoren nachgewiesen, besonders häufig in Malignomen des Gastrointestinaltraktes, des En-

dometriums, der Lunge, und in Melanomen (Diestra et al. 2002). Zur Fragestellung des Zu-

sammenhangs von BCRP-Expression und Prognose von Tumorpatienten existieren wider-

sprüchliche Publikationen (Robey et al. 2007). Eindeutige, aber bisher nicht bestätigte Ergeb-

nisse liegen lediglich zur Tumorentität des oralen Plattenepithelkarzinoms vor: es zeigte sich 

eine Korrelation zwischen der Exprimierung von BCRP und dem Verlust der Zelldifferen-

zierung sowie einer verringerten Überlebenszeit (Friedrich et al. 2004). Des Weiteren wurde 

BCRP auch in AML-Zellen nachgewiesen; eine Rolle bei der Resistenz dieser Zellen konnte 

jedoch nur in einem Teil der Veröffentlichungen belegt werden (Abbott et al. 2002, Benderra 

et al. 2004, Uggla et al. 2005). Eine mögliche Erklärung dafür lieferten vor kurzem Ho et al., 

die eine Assoziation der Pgp- und BCRP-Expression mit dem Ansprechen auf Chemotherapie 

lediglich in der Subpopulation der CD34+ CD38- AML-Zellen, den sog. leukämischen 

Stammzellen, nachweisen konnten, nicht jedoch in den differenzierteren Zellen oder in der 

Gesamtpopulation (Ho et al. 2008). Dieses Ergebnis spricht dafür, dass nur der durch Pgp 

und/oder BCRP vermittelte Schutz einer kleinen Gruppe von leukämischen Stammzellen – 

nicht jedoch der aller leukämischen Blasten – vor Zytostatika einen entscheidenden Prognose-

faktor darstellt. Neben der Pgp- und BCRP-Exprimierung scheinen in der AML auch die 

ABCA3- und die MRP8-Expression die Prognose zu beeinflussen. In zwei vor kurzem veröf-

fentlichten Studien korrelierten diese jeweils mit einer reduzierten Gesamtüberlebenszeit der 

Patienten (Chapuy et al. 2008, Guo et al. 2009). Die Datenlage zum Einfluss der restlichen 

ABC-Transporter auf den klinischen Verlauf onkologischer Patienten kann in folgenden Zu-

sammenhängen, die jeweils nur durch eine einzige Studie belegt sind, resümiert werden: 

MRP3-Expression und ungünstige Prognose bei kindlicher akuter lymphatischer Leukämie, 

MRP4-Expression und schlechtes klinisches Ergebnis bei Neuroblastompatienten sowie 

ABCB5-Expression und Tumorprogression von Melanomen (Steinbach et al. 2003, Norris et 

al. 2005, Schatton et al. 2008). Untersuchungen zur Beziehung von MRP1-Expression zu kli-

nischen Endpunkten ergaben inkonsistente Ergebnisse (Szakács et al. 2006). 

 

1.4.2 Klinische Studien mit P-Glykoprotein-Inhibitoren 

Seit Anfang der 1980er Jahre wurde nach Substanzen gesucht, die eine durch P-Glykoprotein 

vermittelte „Multidrug resistance“ aufheben können (Gottesman et al. 2002). Klinische Stu-

dien dazu vermochten jedoch bisher keine durchschlagenden Erfolge zu melden. Die Gründe 
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dafür sind vielfältig: die Pgp-Expression und die Aktivität alternativer MDR-Mechanismen 

des Tumors wurden vor den Behandlungen zumeist nicht analysiert; manche Pgp-Inhibitoren 

führten zudem in den erforderlichen Dosen zu toxischen Nebenwirkungen; außerdem resul-

tierten unvorhersehbare pharmakokinetische Interaktionen zwischen Inhibitoren und Chemo-

therapeutika in Unter- bzw. Überdosierungen der Chemotherapeutika (Lage 2008). Dennoch 

konnten 4 von 6 randomisierten Studien mit den Inhibitoren Cyclosporin A oder Quinin einen 

klinischen Nutzen der Pgp-Inhibition in Patienten mit AML oder Hochrisiko-MDS zeigen 

(Solary et al. 1996, Wattel et al. 1998, Liu Yin et al. 2001, List et al. 2001, Matsouka et al. 

2006, Li et al. 2008). Die klinische Untersuchung neuerer Pgp-Inhibitoren mit geringeren 

pharmakokinetischen Wechselwirkungen, wie Tariquidar oder Zosuquidar, ist Gegenstand 

aktueller Forschung. 

 

1.4.3 Aufbau von ABC-Transportern 

Alle ABC-Transporter weisen Ähnlichkeiten im Hinblick auf Sequenz und Struktur auf: sie 

besitzen eine ATP-bindende Region, die aus etwa 90-110 Aminosäuren besteht und zwei 

Walker Motive (Walker A und B), eine zwischen den Walker Motiven liegende sog. „linker“ 

Region (auch Dodecapeptid- oder C-Region genannt) und einige zusätzliche homologe Regio-

nen beinhaltet (Gottesman und Ambudkar 2001). Üblicherweise bilden zwei dieser ABC-Do-

mänen zusammen mit zwei bis drei Transmembranregionen, die zumeist aus insgesamt 12 bis 

17 Transmembranhelices bestehen, einen ABC-Transporter (Lage 2008). In den meisten Pro-

karyoten wird diese Kombination durch vier einzelne Untereinheiten erreicht, in Eukaryoten 

sind gewöhnlich alle funktionellen Domänen in einer einzigen Polypeptidkette zusammenge-

fasst. Manche Transporter werden dagegen von Hetero- oder Homodimeren gebildet, darunter 

vermutlich auch ABCG2 (Gottesman und Ambudkar 2001, Ozvegy et al. 2001). 

Die beiden ABC-Regionen bilden zusammen zwei funktionelle Einheiten, die pro transpor-

tierter Substanz zwei Moleküle ATP hydrolysieren (Ambudkar et al. 2003). Experimentelle 

Daten zur Funktion von P-Glykoprotein lassen vermuten, dass eine ATP-Hydrolyse zu Kon-

formationsänderung und daraus resultierender Substanztranslokation führt, die zweite ATP-

Hydrolyse der Wiederherstellung des für Substrate hochaffinen Ausgangszustandes dient 

(Ambudkar et al. 2003). Es wird angenommen, dass die Transmembrandomänen die Substrat-

bindung und damit die Spezifität für bestimmte Substanzen vermitteln (Lage 2008). Der 

Transport erfolgt über biologische Membranen der Zelle, entweder in Zellen bzw. Zellorga-

nellen hinein oder aus diesen heraus. Hydrophobe Substrate werden wahrscheinlich direkt in 

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

Name und 
Synonyme  

Substrate/Resistenzprofil 
Organ Referen-

zena Chemotherapeutika andere 

ABCB1, 

MDR 1, 

PGP, 

Doxorubicin, Daunorubicin, Epi-
rubicin, Actinomycin D, Bisan-
tren, Mitoxantron, Vincristin, Vin-
blastin, Vinorelbin, Paclitaxel, 
Docetaxel, Etoposid, Teniposid, 
Irinotecan, SN-38 (zytotoxischer 
Metabolit von Irinotecan), 
Topotecan, Methotrexat, Imatinib 
(STI 571), Romidepsin (FK228) 

neutrale und kationische organi-
sche Verbindungen: Colchicin, 
Atorvastatin, Digoxin, Losartan, 
Amprenavir, Saquinavir, Erythro-
mycin, Levofloxacin, Ivermectin, 
Cimetidin, Lansoprazol, Amitrip-
tylin, Domperidon, Loperamid, 
Ondansetron, Vecuronium, Dexa-
methason, Morphin, Phenytoin, 
Tacrolimus, u.v.m. 

Gastrointesti-
naltrakt, Leber, 
Niere, Plazenta, 
Blut-Hirn-
Schranke, Lun-
ge, Blut-Hoden-
Schranke, adul-
te Stammzellen,  
u.a. 

1–7 

ABCG2, 
BCRP, 
MXR, 
ABCP 

Doxorubicin*, Daunorubicin*, 
Epirubicin*, Bisantren, Mitoxan-
tron, Etoposid, Teniposid, Irino-
tecan, SN-38, Topotecan, 
Diflomotecan, Methotrexat+, 
Methotrexat -di+- und trigluta-
mat+, Imatinib (STI 571), Flavopi-
ridol, Gefitinib, Erlotinib, Cladri-
bin, Clofarabin, Fludarabin, 6-
Mercaptopurin, Raltitrexed, (6-
Thioguanin ?, Gemcitabin ?, 5-
Fluoruracil ?) 

Sulfatierte Östrogene, Flavonoide, 
Riboflavin, Triglutamat, Protopor-
phyrin IX, Pheophorbid a, cGMP, 
Prazosin, Zidovudin, Lamivudin, 
Abacavir, Nelfinavir, PMEA, Pyri-
methamin*, Sulfasalazin, Cipro-
floxacin, Nitrofurantoin, Dipyrid-
amol, Leflunomid, Olmesartan, 
Pitavastatin, Glibenclamid, u.v.m. 

Gastroinestinal-
trakt, Leber, 
Niere, Plazenta, 
Brustdrüse, 
Blut-Hirn-
Schranke, Lun-
ge, Prostata, 
Endothel von 
Venen und 
Kapillaren 

1, 2, 8–15  

ABCC 1, 

MRP1 

Doxorubicin, Daunorubicin, Epi-
rubicin, Mitoxantron,Vincristin, 
Vinblastin, Etoposid, Irinotecan, 
SN-38, Methotrexat, Imatinib, 
Cyclophosphamid, Arsenik, 
Romidepsin (FK228) 

glukuronidierte & sulfatierte orga-
nische Anionen, z.B. glukuroni-
dierte/sulfatierte Östrogene, Biliru-
bin, Glutathion, Leukotrien C4, 
Colchicin, Saquinavir,  Grepa-
floxacin, u.v.m. 

alle Organe 1, 2, 15–
18 

ABCC 2, 

MRP2, 
cMOAT 

Doxorubicin, Epirubicin, Vincris-
tin, Vinblastin, Mitoxantron, Pac-
litaxel, Docetaxel, Etoposid, Irino-
tecan, SN-38, Topotecan, 
Methotrexat, Cisplatin, Arsenik 

organische Anionen, Glutathion, 
glukuronidierte/sulfatierte Östro-
gene, sulfatierte Gallensäuren, Bi-
lirubin-Glukuronide, Cysteinyl-
Leukotriene, Saquinavir, Ceftri-
axon, Grepafloxacin, Rifampicin, 
GSH-Ethacrynsäure, Pravastatin, 
Temocapril, Diclofenac, 
Acetaminophen, u.v.m. 

Leber, Niere, 
Gastroinestinal-
trakt, Gehirn, 
Bronchi, Pla-
zenta 

1, 2, 4, 15, 
16, 19 

ABCC 3, 

MRP3 

Etoposid, Teniposid, Methotrexat, 
(Vincristin ?) 

Glukuronat- und Glutathion-Kon-
jugate, z.B. glukuronidierte Östro-
gene, Bilirubin-Glukuronide, Leu-
kotrien C4, Gallensäuren, Mor-
phin-Glukuronide, konjugiertes 
Acetaminophen, u.v.m. 

Leber, Niere, 
Pankreas, Milz, 
Nebenniere, 
Gastrointesti-
naltrakt, Plazen-
ta, Tonsillen 

1, 2, 15, 
20 

 
a (1) Gottesman et al. 2002; (2) Szakács et al. 2006; (3) Zhou 2008; (4) Dietrich et al. 2003; (5) Bessho et al. 
2009; (6) Haslam et al. 2008; (7) Glaser 2007; (8) Krishnamurthy und Schuetz 2006; (9) Bram et al. 2006; 
(10) Robey et al. 2007; (11) de Wolf et al. 2008; (12) Cusatis und Sparreboom 2008;  (13) Yuan et al. 2008; 
(14) Yuan et al. 2009; (15) Gradhand und Kim 2008; (16) Seo et al. 2007; (17) Xiao et al. 2005; (18) Zhou et 
al. 2008; (19) Nies und Keppler 2007; (20) Borst et al. 2007 
 
*diese Substanzen können nur von mutiertem ABCG2 transportiert werden (Glycin oder Threonin anstelle von 
Arginin an Position 482 des ABCG2-Proteins) 
 

+Methotrexat kann nur von Wildtyp-Protein (mit Arginin an Position 482) transportiert werden 
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Fortsetzung von Tabelle 2 
 

Name und 
Synonyme  

Substrate/Resistenzprofil 
Organ Referen-

zena Chemotherapeutika andere 

ABCC 4, 

MRP 4 

Irinotecan, SN-38, Topotecan, 
Rubitecan, Methotrexat, 6-
Mercaptopurin, 6-Thioguanin, 
Cladribin, Cyclophosphamid, 
Ifosfamid, (Vincristin ?) 

cAMP, cGMP, organische Ani-
onen, Gallensäuren, glukuronidier-
te Östrogene, Dehydroepiandro-
steron-Sulfat, Harnsäure, Folsäure, 
Leucovorin, Prostaglandine, Zido-
vudin, Abacavir, PMEA, Adefovir 
dipivoxil, Ganciclovir, p-Amino-
hippursäure, Resveratrol, Hydro-
chlorothiazid, Furosemid, u.v.m. 

Leber, Niere, 
Pankreas, Gas-
trointestinal-
trakt, Blut-Hirn-
Schranke, Lun-
ge, Ovar, Ho-
den, Prostata, 
Lymphozyten, 
Thrombozyten 

1, 2, 15, 
18, 20–23 

ABCC 5, 

MRP 5 

Methotrexat, Methotrexat-diglu-
tamat, Pemetrexed, Raltitrexed,  
6-Mercaptopurin, 6-Thioguanin, 
5-Fluoruracil, Cladribin, (Cispla-
tin ?, Oxaliplatin ?, Cytarabin ?, 
Gemcitabin ?) 

cAMP, cGMP, organische Anio-
nen, Folsäure, Zidovudin, Abaca-
vir, Alaninyl-d4TMP, PMEA, 
Adefovir dipivoxil, Quercetin, 
Resveratrol, Cadmiumchlorid, Ka-
liumantimonyltartrat 

Leber, Blut-
Hirn-Schranke, 
Gehirn, Herz, 
Muskeln, Blut-
gefäße, Uroge-
nitaltrakt, Pla-
zenta 

1, 2, 15, 
18, 20, 
24–26 

ABCC 6, 
MRP 6 

Doxorubicin, Daunorubicin, Acti-
nomycin D, Etoposid, Teniposid, 
Cisplatin 

Glutathion-Konjugate von N-
Ethylmaleimid und Dinitrophenol, 
Leukotrien C4, BQ123 (= Endo-
thelin-Rezeptorantagonist) 

Leber, Niere, 
Gastrointesti-
naltrakt, Pan-
kreas, Gehirn, 
Lunge, Haut, 
Gefäße, Herz, 
u.v.m. 

1, 2, 27, 
28 

ABCC 10, 

MRP 7 

Vincristin, Vinblastin, Vinorelbin, 
Paclitaxel, Docetaxel, Cytarabin, 
Gemcitabin, 5-Azacytidin, Epo-
thilon B 

Glukuronidierte Östrogene, Leuko-
trien C4, PMEA, Zalcitabin (= 
ddC) 

Pankreas, Le-
ber, Niere, Lun-
ge, Milz, Gas-
trointestinal-
trakt, Gehirn, 
Plazenta, Ovar, 
Hoden, Prosta-
ta, Kolon, Herz, 
Muskeln, Leu-
kozyten, u.v.m. 

5, 26, 29 

ABCC 11, 

MRP 8 

Methotrexat, 5-Fluoruracil, 
Cytarabin 

cAMP, cGMP, glukuronidierte/ 
sulfatierte Östrogene, Dehydroepi-
androsteron-Sulfat, Gallensäuren, 
S-(2,4-dinitrophenyl)-GSH, Fol-
säure, Leukotrien C4, PMEA, Zal-
citabin (= ddC) 

Leber, zentrales 
und peripheres 
Nervensystem, 
Plazenta, Brust-
drüse, Hoden, 
u.v.m. 

26, 30, 31 

 
a (1) Gottesman et al. 2002; (2) Szakács et al. 2006; (5) Bessho et al. 2009; (15) Gradhand und Kim 2008; (18) 
Zhou et al. 2008; (20) Borst et al. 2007; (21) Leggas et al. 2004; (22) Tian et al. 2005; (23) Tian et al. 2006; 
(24) Oguri et al. 2006; (25) Hagmann et al. 2009; (26) Kruh et al. 2007; (27) Belinsky et al. 2002; (28) Beck et 
al. 2005; (29) Hopper-Borge et al. 2009; (30) Toyoda et al. 2008; (31) Guo et al. 2009 

 

1.4.4 Physiologische Funktion von ABC-Transportern 

In der Literatur sind bisher etwa 1.100 unterschiedliche Mitglieder der Familie der ABC-

Transporter beschrieben, die sieben verschiedenen Unterfamilien (ABCA bis ABCG) zuge-

ordnet werden können (Gottesman und Ambudkar 2001). Diese Transporter wurden in allen 

bekannten Organismen gefunden. Der Mensch besitzt nach bisherigen Erkenntnissen 49 ver-
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schiedene (Huls et al. 2009). Die meisten ABC-Pumpen vermitteln direkt den Transport von 

unterschiedlichsten Substanzen, wie Zucker, Aminosäuren, Glykane, Cholesterin, Phospho-

lipide, Peptide, Proteine, Antibiotika, Xenobiotika und Toxine (Gottesman und Ambudkar 

2001). Andere wiederum sind Teile von regulierten Ionenkanälen, wie der CFTR Chloridka-

nal oder der Sulfonylharnstoffrezeptor (Dean et al. 2001). Neben ihrer Rolle in malignen Zel-

len, kommen ABC-Transportern wichtige physiologische Aufgaben zu. Darauf deuten sowohl 

ihre weit verbreitete Expression in normalen Geweben hin, als auch eine Reihe von Krankhei-

ten, die mit Defekten dieser Proteine assoziiert sind. So werden das ZNS, die Hoden, der he-

ranwachsende Fetus und hämatopoetische Stammzellen durch die Expression von ABC-

Transportern an den jeweiligen Endothelschranken vor im Blut zirkulierenden zellschädigen-

den Agenzien geschützt (Szakács et al. 2006). Der Phänotyp von undifferenzierten hämatopo-

etischen Stammzellen der sog. "Side Population" wird sogar - zumindest teilweise - durch die 

Funktion von ABCG2 und P-Glykoprotein definiert (Scharenberg et al. 2002). Neben dem 

Schutz einzelner wichtiger Organe sorgen ABC-Transporter in Leber, Niere und Gastro-

intestinaltrakt auch für die Ausscheidung von Toxinen in Galle, Urin und Faeces und ver-

mindern dadurch deren Konzentration im gesamten Organismus (Gottesman et al. 2002). Das 

lässt auch einen Einfluss dieser Pumpen auf die Pharmakokinetik von Medikamenten 

annehmen. Studien konnten diese Annahme für P-Glykoprotein, ABCG2 und – zumindest in 

Mäusen und Ratten – MRP2 bestätigen (Kruijtzer et al. 2002, Dietrich et al. 2003, Stewart et 

al. 2004). Weitere Belege für die enorme Bedeutung der ABC-Transporter hinsichtlich der 

normalen Physiologie des menschlichen Organismus liefern jene 16 bisher bekannte Erb-

krankheiten, denen Defekte einzelner Efflux-Pumpen zu Grunde liegen (Huls et al. 2009). Be-

rühmtestes Beispiel ist die Mukoviszidose. Sie resultiert aus Mutationen des CFTR-Gens, das 

auch unter dem Namen ABCC7 bekannt ist (Gottesman und Ambudkar 2001). 

 

1.4.5 Regulierung der Expression von ABC-Transportern und 

Entstehung von Chemoresistenz 

Die Expression von ABC-Transporter kann durch eine Vielzahl von chemischen (v.a. Xeno-

biotika) und physikalischen (oxidativer Stress, Röntgenstrahlung, UV-Strahlung, Hitze-

schock) Einflüssen induziert werden; dies ist ein natürlicher Schutzmechanismus des Organis-

mus und einzelner Zellen vor zytotoxischen Verbindungen, der in Tumorzellen die 

Entwicklung einer Resistenz gegen Chemotherapeutika fördern kann (Zhou 2008, Toyoda et 

al. 2008). Als eine weitere Möglichkeit, Chemoresistenz zu erwerben, gilt die Amplifikation 

von ABC-Transportergenen (Kuo 2009). Demgegenüber besteht die primäre Resistenz bereits 
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bei der Tumorentstehung und kommt u.a. in Malignomen vor, deren Ursprungsorgane physio-

logischerweise ABC-Transporter überexprimieren. Beispiele dafür sind Kolon-, Nieren-, Ne-

bennieren- und hepatozelluläre Karzinome, die hohe intrinsische Pgp-Konzentrationen auf-

weisen (Lage 2008). 

 

1.5 Resistenz gegen Nukleosidanaloga 

Nukleosidanaloga sind eine wichtige Gruppe von Antimetaboliten, die sowohl in der Therapie 

hämatologischer als auch solider Malignome eingesetzt werden. Sie ähneln physiologischen 

Nukleosiden nicht nur strukturell, sondern auch in der Art und Weise ihrer Aufnahme in die 

Zelle und ihres intrazellulären Metabolismus; schließlich werden sie in die DNA eingebaut, 

was zur Inhibition der DNA-Synthese mit Abbruch des neu synthetisierten DNA-Stranges 

führt (Galmarini et al. 2001). Manche Nukleosidanaloga inhibieren zusätzlich Enzyme, die 

bei der Produktion von Nukleotiden oder der RNA-Synthese eine wichtige Rolle spielen 

(Galmarini et al. 2001). Letztlich können alle genannten Effekte zum Zelltod führen. Zu den 

Nukleosidanaloga zählen u.a. Cytarabin, Gemcitabin, Fludarabin, Cladribin und 6-Mercapto-

purin. 

Wie bei der Anwendung von Chemotherapeutika anderer Klassen ist auch bei der Therapie 

mit dieser Medikamentenklasse die Entstehung einer Chemoresistenz des Malignoms ein 

großes und häufig auftretendes Problem. Die Mechanismen dieser Resistenzentwicklung wer-

den hier im Folgenden anhand der beiden in der vorliegenden Arbeit verwendeten Nukleosid-

analoga Cytarabin und Gemcitabin besprochen. Zum besseren Verständnis ist in Abbildung 1 

der intrazelluläre Metabolismus von Nukleosidanaloga dargestellt. Abgesehen von allge-

meinen Resistenzmechanismen, wie gestörter Ablauf der Apoptose, resultiert Resistenz gegen 

Nukleosidanaloga zumeist aus einer Verminderung der intrazellulären Konzentration der 

aktiven 5’-Triphosphat-Derivate (Galmarini et al. 2001). Dies kann durch verringerte Aufnah-

me in die Zelle, herabgesetzter Aktivierung durch Kinasen, verstärkten Abbau zu nicht-

toxischen Metaboliten oder aktiven Transport aus der Zelle heraus geschehen. So wurde eine 

Assoziation zwischen verminderter Expression des Nukleosidtransporters Human equilibra-

tive nucleoside transporter 1 (hENT1), über den Nukleosidanaloga in die Zelle gelangen, und 

einer Resistenz gegen Cytarabin und Gemcitabin nachgewiesen (Zhang et al. 2007). Zudem 

konnte als Ursache einer Resistenz gegen die beiden o.g. Nukleosidanaloga eine herabgesetzte 

Aktivität der Deoxycytidin-Kinase, sowie erhöhte Aktivitäten der Pyrimidin-Nukleotidase I 

und der Cytidindeaminase festgestellt werden (Galmarini et al. 2001, Galmarini et al. 2004, 
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Fernandez-Calotti et al. 2005). Die Rolle der Deoxycytidylat-Deaminase hinsichtlich einer 

Resistenz gegen Cytarabin ist unklar; während manche Untersuchungen eine Verbindung mit 

verminderter Aktivität dieses Enzyms zeigen, lassen andere Studien auf eine Verknüpfung mit 

vermehrter Enzymaktivität schließen (Schröder et al. 1998). Durch aktiven Efflux können 

auch ABC-Transporter die intrazelluläre Konzentration von Nukleosidanaloga verringern. 

Über eine vermehrte Expression von MRP5 und BCRP bei der Resistenzentwicklung gegen-

über Nukleosidanaloga wurde zwar berichtet, hinreichend belegt ist sie jedoch nicht (David-

son et al. 2002, Reid et al. 2003, Oguri et al. 2006, Borst et al. 2007, de Wolf et al. 2008). 

Außerdem wurden in Zusammenhang mit einer Resistenz gegen Cytarabin bzw. Cytarabin 

und Gemcitabin erst kürzlich MRP8 bzw. MRP7 beschrieben (Guo et al. 2009, Hopper-Borge 

et al. 2009). 

 

 

Abbildung 1: Intrazellulärer Metabolismus von Nukle osidanaloga  
Nukleosidanaloga (NA) werden über spezifische Nukleosidtransporter (NT), wie hENT1, in 
die Zelle aufgenommen. Intrazellulär werden sie durch die Deoxycytidin-Kinase (dCK) und 2 
weitere Kinasen zum aktiven, mit der DNA-Synthese interferierenden 5’-triphosphat-Derivat 
phosphoryliert. Einige Nukleosidanaloga (z.B. Gemcitabin) inhibieren zusätzlich die Ribo-
nukleotid-Reduktase (RR), was über eine gehemmte Umwandlung von Ribonukleotid-
Diphosphaten (NDPs) zu Desoxyribonukleotid-Diphosphaten (dNDPs) zu verminderter 
Bereitstellung von Desoxyribonukleotid-Triphosphaten (dNTPs) für die DNA-Synthese führt.  
Nukleosidanaloga können durch die Cytidindeaminase (CDA) oder die Deoxycytidylat-
Deaminase (dCMPD) zu nicht-toxischen Metaboliten abgebaut werden. Die Pyrimidin-
Nukleotidase I (PN-I) kann einer Aktivierung der Nukleosidanaloga durch Dephosphory-
lierung entgegenwirken. Zudem sind ABC-Transporter (ABC), wie MRP7 und MRP8, dazu 
in der Lage, Nukleosidanaloga (insbesondere in monophosphorylierter Form) aktiv aus der 
Zelle heraus zu befördern. Modifiziert nach Galmarini et al. 2001 und Guo et al. 2009. 
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1.6 Histondeacetylase-Inhibitoren 

(HDACi) 

1.6.1 Histondeacetylasen (HDACs) und Krebs 

Epigenetische Modifikationen spielen eine zentrale Rolle in der Entstehung und Entwicklung 

von Krebs (Weichert 2008). Dazu gehören auch die Acetylierung und Deacetylierung von N-

terminalen Lysinresten der Histone durch Histon-Acetyltransferasen und Histondeacetylasen 

(HDAC) (Walkinshaw und Yang 2008). Ein Überwiegen der HDAC-Aktivität führt zu His-

ton-Hypoacetylierung und als Folge davon zu Chromatinkondensation und transkriptioneller 

Repression vieler Gene, u.a. von Tumorsuppressorgenen (Carew et al. 2008). Inzwischen 

konnten etliche Studien einen Zusammenhang zwischen HDAC-Exprimierung und klinischen 

Parametern zeigen. So war in einigen verschiedenen Tumorentitäten eine Überexpression von 

Klasse I HDACs assoziiert mit fortgeschrittenen Krankheitsstadien und schlechter Prognose, 

während eine verstärkte Expression von Klasse II HDACs mit verlängerten Überlebenszeiten 

verbunden war (Osada et al. 2004, Saji et al. 2005, Rikimaru et al. 2007, Marquard et al. 

2008, Weichert et al. 2008a, Weichert et al. 2008b, Weichert et al. 2008c, Weichert et al. 

2008d). Zudem wurden in den Malignomen im Vergleich zu den korrespondierenden norma-

len Geweben Klasse I HDACs tendentiell vermehrt, Klasse II HDACs meist vermindert expri-

miert (Weichert 2008). 

Diese Erkenntnisse weisen darauf hin, dass die Modulation der HDAC-Aktivitäten einen viel-

versprechenden Ansatz in der Behandlung von Tumoren darstellt. 

 

1.6.2 HDACi in klinischen Studien 

Derzeit befinden sich mehr als ein Dutzend HDACi, darunter auch Natriumphenylbutyrat, in 

klinischen Studien der Phasen I-III zur Behandlung verschiedenster solider und hämatologi-

scher Malignome. Dabei werden sie sowohl als Einzelsubstanzen wie auch in Kombination 

mit etablierten Chemo- bzw. Radiotherapieschemata oder neueren zielgerichteten Medika-

menten („targeted drugs“) untersucht (Internetrecherche bei Clinicaltrials.gov, s. Anhang). Im 

Oktober 2006 wurde Vorinostat (SAHA) als erster Histondeacetylase-Inhibitor für die kli-

nische Anwendung bei Krebspatienten (mit kutanem T-Zell-Lymphom) durch die U.S. Food 

and Drug Administration zugelassen (Marks und Breslow 2007). 
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1.6.3 Einteilung der HDACi 

Histondeacetylase-Inhibitoren können entsprechend ihrer chemischen Struktur in folgende 

Gruppen unterteilt werden: Hydroxamsäuren (Vorinostat, Panobinostat, Belinostat, Trichosta-

tin A, Scriptaid), kurzkettige Fettsäuren (Valproinsäure, Natriumbutyrat, Natriumphenylbuty-

rat = PBA, Phenylacetat, AN-9), Benzamide (MS-275, MGCD0103, CI-994) und zyklische 

Tetrapeptide (Romidepsin = Depsipeptid = FK228 = FR901228, Trapoxin A, Apicidin) (Wal-

kinshaw und Yang 2008). Daneben unterscheiden sie sich auch hinsichtlich ihres HDAC-

Inhibitor-Profils. Während die Zielenzyme der Hydroxamsäuren HDACs der Klassen I, II und 

IV sind, hemmen die Fettsäuren Valproinsäure, Natriumbutyrat und PBA nur Klasse I und IIa 

(ausgenommen HDAC7)  HDACs  (Bieliauskas und Pflum 2008,  Smith und Workman 

2009). Die Benzamide MS-275 und MGCD0103 weisen eine Selektivität für die Klasse I 

HDACs 1, 2 und 3 auf, das zyklische Tetrapeptid Romidepsin für die HDACs 1 und 2 (Bie-

liauskas und Pflum 2008). Laufende und zukünftige Studien werden zeigen, ob selektivere 

HDACi einen therapeutischen Vorteil (z.B. günstigeres Nebenwirkungsprofil) gegenüber den 

Unspezifischen besitzen und welche HDACi bei bestimmten Tumorentitäten oder molekula-

ren Profilen eines Malignoms die beste Wirkung erzielen. 

 

1.6.4 Wirkmechanismen von HDACi 

Die Behandlung mit HDACi führt zu einer Hyperacetylierung von Histonen und anderen Ziel-

proteinen der HDACs, darunter Transkriptionsfaktoren, Chaperone und zytoskelettale Kom-

ponenten (Martínez-Iglesias et al. 2008). Die Acetylierung von Lysinresten der Histone führt 

über die Neutralisierung der positiven Ladung zu einer verminderten Affinität zwischen His-

tonen und DNA mit der Folge, dass Chromatin in eine gelockerte Form überführt wird und 

Transkriptionsfaktoren besseren Zugang zu DNA erhalten (Mottet und Castronovo 2008). Ins-

gesamt wird so die Expression von ca. 5 – 20% der Gene verändert, wobei etwa gleich viele 

Gene induziert wie reprimiert werden (Smith und Workman 2009). 

HDACi können in Krebszellen Zellzyklusarrest, Differenzierung, oxidativen Stress und 

Apoptose induzieren (Carew et al. 2008). Der Zellzyklusarrest wird einerseits durch Induktion 

von Inhibitoren Cyclin-abhängiger Kinasen, wie p21 und p57, andererseits durch Reprimie-

rung von Cyclinen,  Cyclin-abhängigen Kinasen und proproliferativen Transkriptionsfaktoren, 

z.B. c-myc, erzielt (Smith und Workman 2009, Bagui et al. 2009). Zur Differenzierung malig-

ner Zellen tragen die vermehrte Expression von p21, eine verstärkte TGF-β-Signaltransduk-

tion und die Reaktivierung von Genen, die über eine aberrante Rekrutierung von HDACs 

durch Onkogene stillgelegt wurden, bei (Kim et al. 2006). So werden in der akuten Promyelo-
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zytenleukämie (PML) wichtige Gene für die myeloide Differenzierung durch die chimeren 

Onkoproteine PML-RARα bzw. PLZF-RARα reprimiert (Glaser 2007). Die Behandlung mit 

HDACi führt zu einer Sensibilisierung der PML-Zellen gegenüber Retinoiden, den physiolo-

gischen Aktivatoren der supprimierten Gene, und treibt so in Kombination mit diesen die 

myeloide Differenzierung voran (Kim et al. 2006). Ein weiterer antitumoraler Effekt von 

HDACi ist die Erzeugung reaktiver Sauerstoffspezies bei gleichzeitiger selektiv in malignen 

Zellen stattfindenden Hemmung der Induktion des Antioxidans Thioredoxin (Walkinshaw 

und Yang 2008). Diese Erzeugung oxidativen Stresses, zusammen mit der Fähigkeit von 

HDACi, pro-apoptotische Proteine wie Bax und Bim zu aktivieren und die Expression anti-

apoptotischer Gene wie Bcl-2 und XIAP zu vermindern, leitet Apoptose über den intrinsi-

schen Weg ein (Mottet und Castronovo 2008). Darüber hinaus sind HDACi auch in der Lage, 

den extrinsischen Weg der Apoptose in Tumorzellen auszulösen. Dies geschieht durch Hoch-

regulierung der Expression sog. Todesrezeptoren, Fas und TRAIL-R2 (DR5) sowie deren 

Liganden Fas-L, TRAIL und Tumornekrosefaktor (Carew et al. 2008). 

Neben diesen direkt zytotoxischen Effekten auf Krebszellen besitzen HDACi das Potential, 

die Blutversorgung und das metastatische Potential des Tumors sowie die Immunantwort auf 

den malignen Prozess günstig zu beeinflussen. Über eine Verminderung des Hypoxie-indu-

zierten Anstiegs proangiogener Faktoren wie VEGF und HIF-1α inhibieren HDACi die Tu-

morangiogenese (Kim et al. 2001). Maligne Invasion und Metastasenbildung werden ge-

hemmt durch vermehrte Expression interzellulärer Adhäsionsmoleküle, z.B. ICAM-1 und E-

Cadherin, als auch von Inhibitoren der Matrix-Metalloproteinasen bei gleichzeitig supprimier-

ter Transkription von Matrix-Metalloproteinasen und des – für die metastatische Kolonisation 

des Zielgewebes wichtigen – Chemokinrezeptors CXCR4 (Martínez-Iglesias et al. 2008). Die 

Fähigkeit von HDACi, Zellen zu vermehrter Exprimierung von HLA- bzw. MHC-Molekülen 

anzuregen, könnte eine Stimulation der Immunantwort auf den Tumor bewirken (Kim et al. 

2006). 
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1.6.5 HDACi in Kombination mit anderen Chemotherapeutika 

Aufgrund der vielfältigen zellulären Mechanismen, die HDACi in Gang setzen, ergeben sich 

einige aussichtsreiche Kombinationsmöglichkeiten mit anderen Chemotherapeutika (s. Abb. 

2). Viele In-vitro Studien zeigten bereits additive oder synergistische antitumorale Effekte 

solcher Kombinationen (Drummond et al. 2005). Zu den Substanzen bzw. Substanzgruppen, 

deren Wirkung durch zusätzliche Gabe eines HDACi verstärkt wurde, gehören Standardche-

motherapeutika (z.B. Doxorubicin, Etoposid, Topotecan, Chlorambucil, Paclitaxel, Fludara-

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

Abbildung 2: Antitumorale Effekte von HDACi und rat ionale Kombinationsmög-
lichkeiten 
Modifiziert nach Kurz et al. 2001, Kim et al. 2006, Glaser 2007 und Carew et al. 2008 
Abkürzungen: NFκB = nukleärer Faktor kappa B, ROS = reactive oxygen species (Reaktive 
Sauerstoffspezies), HSP90 = Hitzeschock-Protein 90, BCR-Abl = onkogenes Fusionsprotein 
aus den Proteinen BCR = breakpoint cluster region und Abl = Abelson murine leukemia viral 
oncogene homolog 1, FLT3 = FMS-like tyrosine kinase 3, HER2/neu = V-erb-b2 avian 
erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 2, DNMT = DNA-Methyltransferase, 
TRAIL = TNF-related apoptosis-inducing ligand, TRAIL-R2 = TRAIL-Rezeptor 2, FAS = 
Fatty acid synthase, FAS-L = FAS-Ligand, Topo II = Topoisomerase II, ERα = Östrogenre-
zeptor-α, TS = Thymidylat-Synthase, 5-FU = 5-Fluoruracil 
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transferase-Inhibitor Decitabin (= 5-Aza-2'-deoxycytidin), Liganden nukleärer Rezeptoren 

(z.B. Tretinoin und Calcitriol), der Tyrosinkinase-Inhibitor Imatinib, der monoklonale Anti-

körper gegen HER2/neu, Trastuzumab, der Inhibitor Cyclin-abhängiger Kinasen, Flavopiri-

dol, der Todesrezeptor-Ligand TRAIL, der HSP90-Antagonist 17-AAG und der Proteasomin-

hibitor Bortezomib (Drummond et al. 2005, Dowdy et al. 2006, Glaser 2007). 

Dennoch wurde auch immer wieder von antagonistischen Wirkungen solcher Kombinationen 

in bestimmten Zellsystemen berichtet. So wurden abhängig von den Behandlungssequenzen 

die zytotoxischen Effekte der Chemotherapeutika Doxorubicin, Epirubicin, Etoposid, Camp-

tothecin, Paclitaxel, Vincristin, Vinblastin, Methotrexat, Cytarabin und Gemcitabin durch 

begleitende Gabe eines HDACi vermindert (Frommel et al. 1993, Marchion et al. 2004, Be-

vins und Zimmer 2005, Tabe et al. 2006, de Ruijter et al. 2006, Kano et al. 2007, Kim et al. 

2008b, Shiozawa et al. 2009). Als Ursachen für diese antagonistischen Wirkungen wurden 

folgende von HDACi ausgelösten Effekte angesehen: Zellzyklusarrest, Differenzierung, ver-

änderte Expression von Zielproteinen der kombinierten Chemotherapeutika und Induktion 

von P-Glykoprotein (Tabe et al. 2006, de Ruijter et al. 2006, Kano et al. 2007). Letzteres wur-

de bereits als Folge von Behandlungen mit den HDACi Natriumbutyrat, Valproinsäure, Tri-

chostatin A, Apicidin und Romidepsin (FK228) beobachtet (Eyal et al. 2006, Robey et al. 

2006, Tabe et al. 2006, Kim et al. 2008b). Sogar in normalen und malignen peripheren mono-

nukleären Zellen aus dem Blut von Patienten, die mit Romidepsin behandelt wurden, konnte 

eine verstärkte Expression von funktionellem Pgp nachgewiesen werden (Robey et al. 2006). 

Zudem war Romidepsin in der Lage, einen weiteren ABC-Transporter, ABCG2, in Krebszell-

linien zu induzieren (Robey et al. 2006). 

Da sich jedoch bisherige Untersuchungen überwiegend mit den vielversprechenden, synergis-

tischen Interaktionen von HDACi mit anderen Chemotherapeutika beschäftigten, ist die Da-

tenmenge zu den unerwünschten, antagonistischen Kombinationen mit HDACi begrenzt. Ins-

besondere die Auswirkungen einer HDACi-Behandlung auf die Genexpression von ABC-

Transportern in malignen Zellen und die Chemosensibilität dieser Zellen ist bislang unzurei-

chend erforscht. 

 

1.7 Zielsetzung 

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, den Einfluss von HDACi auf die Expression von Chemo-

resistenz-assoziierten ABC-Transportergenen und die Sensibilität von Leukämiezellen gegen-

über Chemotherapeutika zu untersuchen. 
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2 Material und Methoden 

 

2.1 Material 

2.1.1 Chemikalien und Additiva 

 
Bromphenolblau Fluka 

(Buchs, Schweiz) 

BSA Roth 

(Karlsruhe, Deutschland) 

destilliertes Wasser Delta Pharma GmbH 

(Pfullingen, Deutschland) 

DMEM mit Phenolrot Gibco/Invitrogen 

(Karlsruhe, Deutschland) 

EDTA Roth 

(Karlsruhe, Deutschland) 

Essigsäure Roth 

(Karlsruhe, Deutschland) 

Ethanol Merck 

(Darmstadt, Deutschland) 

FBS PAA Laboratories GmbH 

(Pasching, Deutschland) 

Glycerin Merck 

(Darmstadt, Deutschland) 

L-Glutamin Gibco/Invitrogen 

(Karlsruhe, Deutschland) 
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Natrium-Pyruvat Gibco/Invitrogen 

(Karlsruhe, Deutschland) 

Penicillin (10.000 U/ml)/ 

Streptomycin (10.000 µg/ml) 

Gibco/Invitrogen 

(Karlsruhe, Deutschland) 

PBS Biochrom AG 

(Berlin, Deutschland) 

RPMI 1640 Medium mit 

Phenolrot 

Gibco/Invitrogen 

(Karlsruhe, Deutschland) 

Tris-(hydroxymethyl)-amino-

methan (Tris) 

OMNI Life Science 

(Bremen, Deutschland) 

 

Trypsin, 2,5% (10x) Gibco/Invitrogen 

(Karlsruhe, Deutschland) 

 

2.1.2 Zelllinien 

 
CMK (humane akute megakaryo-

zytäre Leukämie-Zelllinie) 

DSMZ 

(Braunschweig, Deutschland) 

 
K-562 (humane Zelllinie etabliert 

aus einem malignen Pleuraerguss 

einer CML in der Blastenkrise) 

 

DSMZ 

(Braunschweig, Deutschland) 

KB-3-1 (humane Zervixkarzinom-

Zelllinie) 

 

Von Dr. Michael M. Gottesman, Laboratory 

of Cell Biology, National Cancer Institute, 

NIH, Bethesda (Maryland, USA) zur 

Verfügung gestellt 
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KB-8-5 (mit 10 ng/ml Colchicin 

selektierte KB-3-1 Zelllinie) 

Von Dr. Michael M. Gottesman, Laboratory 

of Cell Biology, National Cancer Institute, 

NIH, Bethesda (Maryland, USA) zur 

Verfügung gestellt 

KG-1a (humane akute myeloische 

Leukämie-Zelllinie) 

DSMZ 

(Braunschweig, Deutschland) 
 

 

2.1.3 Puffer 

 
PBS/BSA-Puffer 

50ml PBS 

5ml BSA 

auf 500ml mit destilliertem Wasser aufgefüllt 

 

50x TAE-Puffer 

121g Tris 

28,5ml Essigsäure 

25ml EDTA (1M) 

auf 500ml mit destilliertem Wasser aufgefüllt 

 

6x Gel Ladepuffer 

30% Glycerin 

0,05% Bromphenolblau 

in RNase und DNase freiem Wasser 

 

 

2.1.4 Gele 

 
1% Agarose-Gel 

1,7g Agarose NEEO (von Roth, Karlsruhe, Deutschland) 

in 200ml 1x TAE Puffer aufgekocht, danach 

3,5µl  der Ethidiumbromid-Lösung (10mg/ml) (von Roth, Karlsruhe, Deutschland) 

hinzugegeben 



 25

2.1.5 Reagenzien und Markierungssubstrate 

 
RNA-Isolierung 

Absolutely RNA® Miniprep Kit Stratagene 

(La Jolla, CA, USA) 

SmartSpec Plus Spektrophoto-

meter 

Bio-Rad Laboratories GmbH 

(München, Deutschland) 

cDNA-Synthese 

SuperScript First-Strand Synthesis 

System for RT-PCR 

Invitrogen 

(Karlsruhe, Deutschland) 

Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) 

AmpliTaq DNA Polymerase mit 

10x PCR-Puffer (enthält 15mM 

MgCl2) 

Applied Biosystems 

(Foster City, CA, USA) 

10mM dNTP Mix mit dTTP Applied Biosystems 

(Foster City, CA, USA) 

UltraPure RNase, DNase free 

water 

Gibco/Invitrogen 

(Karlsruhe, Deutschland) 

100bp-Marker-Mix für Gelelektrophorese 

50µg 100bp DNA Ladder (von Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) 

166µl 6x Gel Ladepuffer 

733µl RNase und DNase freies Wasser 

 

Akkumulations-Assay 

DMEM ohne Phenolrot Gibco/Invitrogen 

(Karlsruhe, Deutschland) 

BODIPY® FL Paclitaxel Molecular Probes 

(Eugene, USA) 
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Rhodamin 123 Calbiochem/Merck Biosciences 

 (Darmstadt, Deutschland) 

 
Cyclosporin A Sigma-Aldrich 

(Steinheim, Deutschland) 

Verapamil Sigma-Aldrich 

(Steinheim, Deutschland) 

 

Trypanblau-Färbung 

0,4%-ige Trypanblau-Lösung  Gibco/Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland) 
 

MTS-Assay 

MTS/PMS-Lösung Promega (Mannheim, Deutschland) 
 

Annexin V Assay 

Annexinpuffer 

 

BD Pharmingen 

(Heidelberg, Deutschland) 

Annexin V-FITC CALTAG Laboratories 

(Hamburg, Deutschland) 

50g/ml Propidiumjodid Sigma-Aldrich 

(Steinheim, Deutschland) 

 

TUNEL  

APO-Direct Kit™ BD Biosciences 

(Heidelberg, Deutschland) 

Färbelösung setzte sich pro Testansatz aus folgenden Substanzen zusammen: 

10µl  Reaction Buffer 

0,75µl  TdT Enzym 

8µl  FITC-dUTP  

32µl  destilliertes Wasser 
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∆Ψm-Assay (Messung des mitochondrialen Membranpotentials) 

DiOC6(3) Molecular Probes 

(Eugene, USA) 

50µg/ml Propidiumjodid Sigma-Aldrich 

(Steinheim, Deutschland) 
 

Zellzyklus-Analyse 

Propidiumjodid-Färbelösung wurde aus folgenden Substanzen zusammengesetzt: 

5ml  PBS (1x) 

5ml  RNAse (Konzentration: 200µg/ml) 

10µl  Propidiumjodid (Konzentration: 5mg/ml) 

 

 

2.1.6 Zytostatika und Histondeacetylase-Inhibitoren 

 
Natrium 4-Phenylbutyrat Alexis Biochemicals 

(Grünberg, 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) 
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Doxorubicin Sigma-Aldrich 

(Steinheim, Deutschland) 

Etoposid Bristol-Myers Squibb GmbH & Co. KgaA 

(München, Deutschland) 

Gemcitabin Eli Lilly Regional Operations Ges.m.b.H 

(Wien, Österreich) 

Mitoxantron Baxter Oncology GmbH 

(Halle/Westfalen, Deutschland) 

Paclitaxel Molecular Probes 

(Eugene, USA) 

Topotecan GlaxoSmithKline GmbH & Co. KG 

(München, Deutschland) 

Valproinsäure Sigma-Aldrich 

(Steinheim, Deutschland) 

Vinblastin Sigma-Aldrich 

(Steinheim, Deutschland) 

 

2.1.7 Geräte 

 
Brutschrank Nunc GmbH & Co. KG 

(Wiesbaden, Deutschland) 

Cryostorage System tec-lab 

(Königstein, Deutschland) 

Eppendorf-Pipetten Eppendorf 

(Hamburg, Deutschland) 
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Durchflusszytometer EPICS XL Beckman Coulter 

(Krefeld, Deutschland) 

Gefrierfach 

• -20°C 

 

Liebherr 

(Ochsenhausen, Deutschland) 

• -86°C VIPTM SERIES SANYO 

(München, Deutschland) 

Gelelektrophorese System 

Horizon® 11.14 

 

Biometra 

(Göttingen, Deutschland) 

 
Kühlschrank Liebherr 

(Ochsenhausen, Deutschland) 

Mikroskop Axiovert 25 Zeiss 

(Jena, Deutschland) 

Molecular Imager Gel Doc XR 

System 

Bio-Rad Laboratories GmbH 

(München, Deutschland) 

MyCycler Personal Thermal 

Cycler 

 

Bio-Rad Laboratories GmbH 

(München, Deutschland) 

Neubauer Zählkammer Paul Marienfeld GmbH & Co. KG  

(Lauda-Königshofen, Deutschland) 

Pipetboy INTEGRA BIOSCIENCE 

(Fernwald, Deutschland) 

Power Pack P2 Biometra 

(Göttingen, Deutschland) 

Sterilbank HERAEUS 

(Hanau, Deutschland) 
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ELx800 Universal Microplate 

Reader (Software: kc junior) 

BioTek 

(Bad Friedrichshall, Deutschland) 

Vortex REAX top Heidolph 

(Schwabach, Deutschland) 

Waagen 

• Analysewaage 
(Modell Kern 770) 

 

Kern & Sohn GmbH 

(Ballingen-Frommern, Deutschland) 

• Präzisionswaage 

(Modell Kern PLJ 2100-LM) 

Kern & Sohn GmbH 

(Ballingen-Frommern, Deutschland) 

Wasserbad Typ 1003 Gesellschaft für Labortechnik GmbH 

(Burgwedel, Deutschland) 

Zentrifugen 

• Centrifuge 5415 D 

 

Eppendorf 

(Hamburg, Deutschland) 

• Megafuge HERAEUS 

(Hanau, Deutschland) 

 

2.1.8 Verbrauchsmaterial 

 
Aqua DeltaSelect DeltaSelect GmbH 

(Dreieich, Deutschland) 

Reaktionsgefäße Eppendorf 

(Hamburg, Deutschland) 

Probenröhrchen Becton-Dickinson 

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

(Heidelberg, Deutschland) 

Serologische Pipetten Falcon 

(Heidelberg, Deutschland) 

Pipettenspitzen Sarstedt 

(Nümbrecht-Rommelsdorf, Deutschland) 

6-Well-Platten 

12-Well-Platten 

96-Well-Platten 
 
 

Nunc GmbH & Co. KG 

(Wiesbaden, Deutschland) 

Gewebekulturflaschen Greiner 

(Frickenhausen, Deutschland) 

 
 

2.2 Methoden 

2.2.1 Kulturbedingungen 

Die Zelllinien CMK, K-562 und KG-1a wurden in RPMI 1640 Medium mit 10%-igem Anteil 

an FBS gehalten. KB-3-1 und KB-8-5 Zellen wurden in DMEM kultiviert, versetzt mit 10% 

FBS und 1 mM Natrium-Pyruvat. 

Allen Medien wurden 2 mM L-Glutamin und 1 % der Penicillin/Streptomycin-Lösung zuge-

setzt. Die Inkubationstemperatur lag bei 37°C, der CO2-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 von RNA erfolgten unter Verwendung des 

Absolutely RNA® Miniprep Kit (Stratagene) nach Angaben des Herstellers. Zur Vorbereitung 

der Zellen auf die RNA-Isolierung wurde jeweils eine Zellsuspension mit ca. 1x106 Zellen in 

ein Zentrifugenröhrchen überführt, 5 Minuten lang bei 1.400 rpm zentrifugiert und die Zellen 

nach Verwerfen des Überstandes in der Restflüssigkeit resuspendiert sowie in ein Reaktions-

gefäß überführt. Daraufhin wurden die Zellen in einer Mikrozentrifuge wiederum 5 Minuten 
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bei ca. 3.000 rpm zentrifugiert, der Überstand mittels Eppendorf-Pipette komplett entfernt und 

das Zellpellet in einer Mixtur aus 350µl Lysepuffer und 2,5µl β-Mercaptoethanol gelöst. Bis 

zur RNA-Isolierung wurde dieses Gemisch bei -80ºC aufbewahrt. 

Zur RNA-Isolierung wurde jeweils das gesamte Zelllysat in ein mit einem Filter versehenes 

und in einem Auffanggefäß platziertes Reaktionsgefäß gegeben und bei 13.000 rpm in einer 

Mikrozentrifuge zentrifugiert. Das Gefäß wurde verworfen, das Filtrat mit 350µl 70%-igem 

Ethanol versetzt, ca. 5 Sekunden lang gemischt, in ein mit einer RNA-bindenden Fasermatrix 

ausgestattetes Reaktionsgefäß, das ebenfalls von einem Auffanggefäß umgeben ist, transfe-

riert und 60 Sekunden lang bei 13.000 rpm zentrifugiert. Anschließend wurde das Filtrat ent-

fernt, das Reaktionsgefäß mit 600µl Niedrig-Salz-Puffer gewaschen und wiederum 60 Sekun-

den lang bei 13.000 rpm zentrifugiert. Dem Verwerfen des Filtrats und einer nochmaligen 2-

minütigen Zentrifugation bei 13.000 rpm folgte die Zugabe der DNase-Lösung, die zuvor 

durch vorsichtiges Vermengen von 50µl DNase-haltigem Puffer mit 5µl RNase-freier DNase I 

hergestellt worden war, direkt auf die Fasermatrix. Dieser Ansatz wurde 15 Minuten lang bei 

37ºC in CO2-freier Atmosphäre inkubiert und im Anschluß daran 3 mal gewaschen: zuerst mit 

600µl Hoch-Salz-Puffer, dann mit 600µl und 300µl Niedrig-Salz-Puffer. Dem letzten Wasch-

schritt folgte zum Trocknen der Fasermatrix eine Zentrifugation für die Dauer von 2 Minuten 

bei 13.000 rpm. Das Auffanggefäß wurde verworfen, das Reaktionsgefäß (inklusive der Fa-

sermatrix) in ein größeres Reaktionsgefäß (1,5ml) transferiert. Nach Zugabe von 50µl Elu-

tionspuffer auf die Fasermatrix wurde der Ansatz 2 Minuten lang bei Raumtemperatur inku-

biert und daraufhin 1 Minute lang bei 13.000 rpm zentrifugiert. Die eluierte RNA wurde bis 

zur cDNA-Synthese bei -80°C gelagert. 

Nach spektrophotometrischer Quantifizierung der isolierten RNA (Messung der optischen 

Dichte bei 250nm) wurden für die cDNA-Synthese ca. 50ng dieser RNA, 1µl oligo(dT)12-18 

(Konzentration 500µg/ml) und 1µl dNTP Mix (Konzentration 10mM) in ein PCR-Tube auf 

Eis pipettiert und mit RNase-freiem Wasser auf 10µl aufgefüllt. Dieses Gemisch wurde dann 

5 Minuten lang auf 65°C erhitzt und nachfolgend für die Dauer von 1 Minute auf Eis gestellt. 

Nun wurden 2µl 10x First-Strand-Puffer, 4µl MgCl2 (Konzentration 25mM), 2µl DTT (Kon-

zentration 0,1M) und 1µl RNaseOUTTM (Konzentration 40 U/ml) zugegeben, mit Hilfe einer 

Pipette vorsichtig gemischt und danach kurz zentrifugiert. Es folgten eine 2-minütige Inkuba-

tion bei 42ºC und die Zugabe von 1µl SuperScript II RT (Konzentration 200 U/ml), die behut-

sam mit dem restlichen Inhalt vermischt wurde. Nach weiteren 50 Minuten bei 42ºC und einer 

anschließenden Erhitzung auf 70ºC für die Dauer von 15 Minuten wurden die Ansätze mit der 
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Tabelle 3: Sequenzen der eingesetzten Primer 
 

Gen Primersequenz  

β-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 CCA TTT ATA ATG GCA CAA–3’ 

ABCG2 
for 5’–AGA TGG GTT TCC AAG CGT TCA T–3’ 
rev 5’–CCA GTC CCA GTA CGA CTG TGA CA–3’ 

ABCC1 
for 5’–TAC CTC CTG TGG CTG AAT CTG G–3’ 
rev 5’–CCG ATT GTC TTT GCT CTT CAT G–3’ 

ABCC3 
for 5’–ATC AGA CAG AGA TTC GAG AGA AGG–3’ 
rev 5’–CTC AGC TGT CTC ATA AAC TGC TTC–3’ 

ABCC4 
for 5’–CCA TTG AAG ATC TTC CTG G–3’ 
rev 5’–GGT GTT CAA TCT GTG TGC–3’ 

ABCC5 
for 5’–GAG AAT GGG GAT AAC TTC 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’ 
rev 5’–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 ACA TCT CCT–3’ 

Cytidindeaminase 
for 5’–GGA GGC CAA GAA GTC AG–3’ 
rev 5’–GAC GGC CTT CTG GAT AG–3’ 

Pyrimidin-Nukleotidase I 
for 5’–AAT CGG CGA TGT ACT AGA G–3’ 
rev 5’–CAT CTG CCA TTC TTA AGT CTC–3’ 

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

Deoxycytidylat-Deaminase 
for 5’–AAT GGG TGC AGT GAT GAC–3’ 
rev 5’–CTT AGC GCA TTC ATT ACA AG–3’ 

Human equilibrative 
nucleoside transporter 1 

for 5’–GCT GGG TCT GAC CGT TGT AT–3’ 
rev 5’–CTG TAC AGG GTG CAT GAT GG–3’ 

 

jetzt enthaltenen cDNA entweder sofort für eine PCR eingesetzt oder davor bei -20ºC 

gelagert. 

Für die Durchführung der PCR wurden jeweils 2µl 10x PCR-Puffer (mit 15mM MgCl2), 3,2µl 

dNTP Mix mit dTTP (Konzentration 10mM), je 0,4µl Primer 1 und Primer 2 (Konzentration 

der Primer 20µM), 0,4µl AmpliTaq DNA Polymerase, 3,6µl RNase- und DNase-freies Wasser 

und 10µl des cDNA-Ansatzes in ein PCR-Tube zusammengefügt und anschließend im Cycler 

amplifiziert. Die verwendeten Primersequenzen sind in Tabelle 3 aufgeführt. Tabelle 4 enthält 

die Anzahl, Tabelle 5 den Ablauf der Amplifizierungszyklen. 
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Tabelle 5: Ablauf der Amplifizierungszyklen 
 

Initiale Denaturierung 
96°C: 2 Minuten 
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 
 

Tabelle 4: Anzahl der Amplifizierungszyklen 
 

Gen Anzahl an Zyklen  
β-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 
 

 

2.2.3 Gelelektrophorese 

Zur Auftrennung der DNA-Fragmente nach ihrer Länge und zur visuellen Abschätzung der 

einzelnen DNA-Mengen wurde eine horizontale Gelelektrophorese mit anschließender Ethi-

diumbromid-Färbung durchgeführt. 

Das 1%-ige Agarose-Gel (s. Material) wurde, nach Aufkochen und anschließendem Abkühlen 

auf 50ºC, in eine horizontale Gelkammer gegossen. Nach dem Erstarren wurde das Gel mit 

einer 2-3mm großen Schicht 1xTAE Laufpuffer überzogen. Den 20µl Gesamtvolumen des 

PCR-Produktes wurden noch 4µl 6-fach Ladepuffer mit Bromphenolblau beigefügt und 10µl 

dieses Gemisches, sowie 10µl des 100bp-Marker-Mix in die Geltaschen gegeben. Die elek-

trophoretische Auftrennung erfolgte für ca. 30 Minuten bei konstanter elektrischer Spannung 

von 100V. Analyse und Dokumentation der unter UV-Licht fluoreszierenden DNA-Banden 

erfolgte an dem Molecular Imager Gel Doc XR System (Bio-Rad Laboratories GmbH). 
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2.2.4 Akkumulations-Assay 

Um die Transportfunktion von Zellen zu bestimmen, wurden Akkumulations-Assays durchge-

führt. Dabei wird der intrazelluläre Gehalt an fluoreszierenden Substanzen gemessen. Dieser 

wird durch die Aktivität von Transportern, welche die fluoreszierenden Verbindungen aus der 

Zelle pumpen, vermindert. Die Spezifität für das Transport-Protein wurde durch Zugabe von 

Inhibitoren in Parallelansätzen überprüft. 

Als fluoreszierende Substrate wurden Rhodamin 123 und BODIPY® FL Paclitaxel, als Inhibi-

toren Verapamil und Cyclosporin A verwendet. Für den Akkumulations-Assay wurden je-

weils 250.000 Zellen in ein Probenröhrchen überführt und 4ml der Substratlösung 

hinzugefügt. Die Substratlösung bestand aus Rhodamin 123 oder BODIPY® FL Paclitaxel, 

DMEM ohne Phenolrot, 10% FBS, 2 mM L-Glutamin und 1 % der Penicillin/Streptomycin-

Lösung. Zusätzlich wurde zu jeder Probe ein Parallelansatz mit Zugabe eines Inhibitors 

mitgeführt. Die Zellen wurden in ihren Lösungen lichtgeschützt bei 37ºC im Wasserbad für 

die in den Abbildungen angegebenen Zeiträume inkubiert, dann 3 Minuten bei 1.500 Upm 

zentrifugiert und der Überstand bis auf ca. 300 µl verworfen. Bis zur anschließenden Messung 

wurden die Probenröhrchen auf Eis gelegt. Es folgte die Bestimmung der Zell-Fluoreszenz bei 

520nm (FL1-Detektor) am Durchflusszytometer, wobei ca. 10.000 Zellen je Probe gemessen 

wurden. 

 

2.2.5 Messung des mitochondrialen Membranpotentials (∆Ψm) 

Der Fluoreszenzfarbstoff DiOC6(3) ist ein membranpermeables Molekül, das sich aufgrund 

seiner positiven Ladung nur in Mitochondrien viabler Zellen mit vorhandenem Transmem-

branpotential anreichert (Bedner et al. 1999). 

Für den Ansatz zur Messung von ∆Ψm wurden jeweils 500.000 Zellen in 0,5ml Medium in ein 

Probenröhrchen überführt, und 4µl der DiOC6(3)-Arbeitslösung (Konzentration: 5,7µg/ml) 

hinzugegeben, um eine Farbstoffkonzentration von ca. 45ng/ml zu erhalten. Nach kräftigem 

Mischen wurden die Ansätze für 30 Minuten bei einer Temperatur von 37ºC im Wasserbad 

inkubiert, danach 5 Minuten bei 1.400 Upm zentrifugiert und der Überstand anschließend ver-

worfen. Daraufhin wurde den Zellen jeweils 0,5ml PBS/BSA-Puffer und 10µl der PI-Arbeits-

lösung (Konzentration: 50µg/ml) zugegeben, das Gemisch nochmals kräftig gemixt und für 

10 Minuten bei einer Temperatur von 4ºC im Kühlschrank inkubiert. Nach nochmaligem 

Mischen wurde die Fluoreszenz der Zellen bei 520nm (FL1-Detektor) am Durchflusszytome-

ter bestimmt. Zur Auswertung wurden aufgrund der besseren Abgrenzbarkeit der Peaks nur 

diejenigen Zellen herangezogen, deren Zellmembran impermeabel für Propidiumjodid war. 
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2.2.6 Annexin V Assay 

Das mit dem fluoreszierenden Farbstoff FITC konjugierte Protein Annexin V bindet hochaffin 

an Phosphatidylserin, das apoptotische Zellen auf ihrer Zellmembranaussenseite exponieren 

(Bedner et al. 1999). 

Für die Annexin V-Färbung wurden jeweils 500.000 Zellen in ein Probenröhrchen überführt, 

5 Minuten lang bei 1.400 Upm abzentrifugiert und nach Verwerfen des Überstandes mit PBS 

resuspendiert. Es folgte eine weitere Zentrifugation der Zellen für die Dauer von 5 Minuten 

bei 1.400 Upm. Anschließend wurde der Überstand wiederum abgekippt und den Zellen 

500µl Annexinpuffer, 5µl Annexin V-FITC – Lösung des Herstellers sowie 10µl PI-Arbeits-

lösung (Konzentration 50µg/ml) zugegeben. Nach kräftigem Mischen wurden die Ansätze für 

15 Minuten bei einer Temperatur von 4ºC im Kühlschrank inkubiert, nochmals gemixt und 

sodann am Durchflusszytometer gemessen. Auch in diesem Test wurde die Fluoreszenz der 

Zellen bei 520nm mit dem FL1-Detektor bestimmt. Zur Auswertung wurden alle Zellen 

unabhängig von ihrer Propidiumjodid-Aufnahme herangezogen. 

 

2.2.7 TUNEL (terminal deoxynucleotidyltransferase dUTP nick 

end labeling) 

Bei diesem Test werden DNA-Fragmente mit Hilfe des Enzyms „terminale Desoxyribonu-

kleotidyltransferase“, welches das FITC-konjugierte dUTP an 3’-OH-Enden der DNA hinzu-

fügt, angefärbt (Darzynkiewicz et al. 1997). 

Zum TUNEL-Assay wurden jeweils ca. 1x106 Zellen in ein Zentrifugenröhrchen überführt, 5 

Minuten lang bei 1.400 rpm zentrifugiert und nach Verwerfen des Überstandes in 500µl PBS 

resuspendiert. Dazu wurden 5ml 1%-ige Paraformaldehyd-Lösung gegeben und der Ansatz 15 

Minuten lang auf Eis belassen. Die Zellen wurden nach zweimaligem Waschen mit je 5ml 

PBS abermals in 500µl PBS resuspendiert, mit 5ml eisgekühltem 70%-igem Ethanol fixiert 

und entweder für mindestens 30 Minuten auf Eis gestellt oder – wenn die Färbung nicht mehr 

am gleichen Tag stattfand – bei -20ºC gelagert. Die fixierten Zellen wurden daraufhin abzen-

trifugiert und nach Verwerfen des Überstandes zweimal mit 1ml Wasch-Puffer A gewaschen. 

Das Zellpellet wurde anschließend in 50µl Färbelösung resuspendiert und mindestens 60 Mi-

nuten lang bei 37ºC inkubiert. Dann wurde der Zellsuspension 1ml Wasch-Puffer B beige-

mischt, der sich daraus ergebende Ansatz 5 Minuten lang bei 1.400 rpm zentrifugiert, der 

Überstand verworfen und die Zellen nochmals mit 1ml Wasch-Puffer B gewaschen und zen-

trifugiert. Nach Resuspendierung der Zellen in 500µl PI/RNase-Lösung folgte die ab-

schließende 30-minütige Inkubation im Dunkeln bei Raumtemperatur, bevor die Fluoreszenz 
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der Zellen bei 520nm (FL1-Detektor) durchflusszytometrisch bestimmt wurde. Zur Auswer-

tung wurden nur diejenigen Zellen herangezogen, die sich im Zellzyklus befanden (Aus-

schluss des  Zelldetritus). 

 

2.2.8 Trypanblau-Färbung 

Der kationische Farbstoff Trypanblau dringt in sterbende bzw. tote Zellen ein, deren Plasma-

membran beschädigt ist, nicht jedoch in viable Zellen mit intakter Plasmamembran (Darzyn-

kiewicz et al. 1997). 

Zur Trypanblau-Färbung wurden nach kräftigem Mischen jeweils ca. 0,5ml Zellsuspension 

aus den Zellkulturflaschen in Reaktionsgefäße überführt, 50µl hieraus in ein Well einer 96-

Well-Platte pipettiert, dort mit 50µl der 0,4%-igen Trypanblau-Lösung versetzt und gründlich 

durchgemengt. Das Gemisch wurde anschließend in eine Neubauer Zählkammer eingebracht 

und die Anzahl lebender, d.h. ungefärbter Zellen unter dem Lichtmikroskop bestimmt. Es 

wurden 4 Großquadrate ausgezählt und die Zahl viabler Zellen pro Milliliter Zellsuspension 

errechnet. 

 

2.2.9 MTS-Assay 

Der MTS-Assay beruht auf der Reduktion eines farblosen Tetrazolium-Salzes durch die De-

hydrogenase-Aktivität viabler Zellen zum intensiv gefärbten Formazan, das bei 490nm 

photometrisch bestimmt werden kann (Leverone et al. 1996, Goodwin et al. 1995). 

Zur Messung der Zellviabilität mittels MTS-Assay wurden jeweils 75µl Zellsuspension, die 

25.000 Zellen und PBA beinhalteten, in ein Well einer 96-Well-Platte pipettiert. Nach der In-

kubation dieses Ansatzes für einen Tag bei einer Temperatur von 37ºC wurden die in den 

Abbildungen angegebenen Zytostatika und – um die Konzentration aufrechtzuerhalten – PBA 

mit einem Volumen von 50µl hinzugefügt. In diesem PBA-Zytostatika-Gemisch wurden die 

Zellen weitere 3 Tage bei einer Temperatur von 37ºC inkubiert und anschließend 25µl der 

MTS/PMS-Lösung in jedes Well gegeben. Die Messung der optischen Dichte bei 490nm 

folgte 1 bis 4 Stunden später am ELISA Reader (ELx800 Universal Microplate Reader von 

BioTek). 

 

2.2.10 Zellzyklus-Analyse 

Um den zellulären DNA-Gehalt, anhand dessen die Zellzyklusverteilung ermittelt werden 

kann, zu erfassen, wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit eine Färbung der Zellen mit 
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dem interkalierenden Fluoreszenzfarbstoff Propidiumjodid durchgeführt. Dazu wurden ca. 

300.000 Zellen pro Ansatz in ein Probenröhrchen  überführt, 5 Minuten bei 1.400 Upm zentri-

fugiert und mit PBS gewaschen. Nach erneutem Zentrifugieren bei gleichen Bedingungen und 

Verwerfen des Überstandes, wurde unter ständigem Mischen 1ml eisgekühlten, 70%-igen 

Ethanols langsam zugegeben, um die Zellen zu permeabilisieren. Nachdem die Ansätze min-

destens 30 Minuten bei einer Temperatur von 4ºC oder bis zu eine Woche bei -20ºC aufbe-

wahrt wurden, wurden sie erneut 5 Minuten lang bei 1.400 Upm zentrifugiert, der Überstand 

bis auf ca. 100µl verworfen, 500µl der Propidiumjodid-Färbelösung hinzugefügt und alles gut 

gemischt. Es folgte eine mindestens 30-minütige Inkubation der Zellen in dieser Lösung unter 

Lichtschutz und – nach nochmaligem kräftigem Vermischen – die durchflusszytometrische 

Bestimmung der Zellfluoreszenz bei 580nm (FL2-Detektor) noch am gleichen Tag. Die 

Auswertung der Daten erfolgte mit dem Computerprogramm ModFitLT™ 3.0 der Firma 

Verity Software House (Topsham, USA). 
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3 Ergebnisse 

 
In der vorliegenden Arbeit wurde zunächst untersucht, ob Histondeacetylase-Inhibitoren 

(HDACi) in Leukämiezellen die Expression verschiedener Chemoresistenz-assoziierter ABC-

Transporter auf mRNA-Ebene beeinflussen und die Akkumulationseigenschaften dieser Zel-

len modifizieren. Nachfolgende Experimente analysierten die Auswirkung einer HDACi-Be-

handlung auf die Sensibilität von Leukämiezellen gegenüber Zytostatika. Abschließend wurde 

geprüft, ob HDACi auch die Expression von Resistenzgenen, die nicht der Familie der ABC-

Transporter-Gene angehören, beeinflussen können. 

 

 

3.1 PBA induziert die mRNA Expression 

Chemoresistenz-assoziierter ABC-

Transporter 

 
Um den Einfluss einer Behandlung von Leukämiezellen mit dem HDACi PBA auf die Genex-

pression von Chemoresistenz-assoziierten ABC-Transportern zu erfassen, wurden die Zellen 

der Linien CMK und KG-1a für 4 Tage mit PBA inkubiert und nach 1 bzw. 4 Tagen mittels 

semiquantitativer PCR auf Veränderungen der mRNA-Menge folgender ABC-Transporter-

gene untersucht: MDR1, ABCG2, MRP1, MRP3, MRP4, MRP5, MRP6, MRP7 und MRP8 

(s. Abb. 3). Während PBA das MDR1- und MRP7-Gen bei CMK Zellen bereits nach 24 

Stunden gering induzierte, war bei KG-1a Zellen keine Induktion des MDR1-Gens und eine 

Herabregulierung des MRP7-Gens nach 24 Stunden mit anschließender Hochregulierung 

dieses Gens nach 96 Stunden Inkubation mit PBA festzustellen. Die ABCG2- und MRP8-

mRNAs wurden in beiden Zelllinien sowohl durch eine eintägige als auch durch eine 

viertägige PBA-Behandlung deutlich vermehrt, die MRP5-mRNA hingegen wurde im Laufe 

der Behandlung lediglich in KG-1a Zellen und dort nur marginal verstärkt exprimiert. Die 

Expression der restlichen untersuchten Transportergene blieb im Wesentlichen von PBA 

unbeeinflusst. 

Zusammenfassend ergeben sich daraus folgende Effekte der PBA-Behandlung: in CMK Zel-

len wurden die Gene ABCG2, MRP8 und – schwächer – MDR1 und MRP7 induziert; KG-1a 
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Zellen exprimierten ebenfalls ABCG2 und MRP8, sowie – in geringerem Ausmaß – MRP5 

verstärkt. 

 

 

3.2 Transportaktivität von P-Glykoprotein 

wird durch Behandlung mit PBA 

beeinflusst 

 
Im Folgenden wurde untersucht, ob PBA neben seinem Einfluss auf die Genexpression auch 

eine Veränderung der Transportfunktion der Leukämiezellen bewirkt. Eine Vermehrung der 

Menge an MDR1-mRNA muss nicht zwingend eine gleichsinnige Veränderung an funktions-

fähigem P-Glykoprotein bedingen (Yagüe et al. 2003). Im Hinblick auf eine Resistenz gegen 

Chemotherapeutika ist aber die Pumpfunktion von essentieller Bedeutung. Um die Transport-

aktivität von P-Glykoprotein zu überprüfen, wurden Akkumulations-Assays durchgeführt (s. 

Material und Methoden). 

Zur Bestätigung der These, dass die Akkumulation des Pgp-Substrates BODIPY® FL 

Paclitaxel mit dem Niveau an exprimiertem P-Glykoprotein korreliert, wurden die humanen 

Zervixkarzinom-Zelllinien KB-3-1 und KB-8-5 benutzt. KB-8-5 Zellen wurden durch 

Kultivierung von KB-3-1 Zellen mit 10 ng/ml Colchicin erzeugt (Akiyama et al. 1985). 

Dadurch wurden Zellen selektiert, die den Phänotyp einer sog. „multidrug resistance“ v.a. 

aufgrund eines erhöhten Levels an P-Glykoprotein in den Zellmembranen aufwiesen. Die 

MDR1-mRNA Expression von KB-8-5 Zellen beträgt etwa das 40-fache der parentalen Zellen 

(Fojo et al. 1987). Damit verbunden ist eine im Vergleich mit KB-3-1 Zellen verminderte 

Akkumulation von Pgp-Substraten wie Colchicin, Vinblastin oder Daunorubicin sowie eine 

gesteigerte Resistenz gegen diese. Durch Zusatz des Pgp-Inhibitors Verapamil sind diese 

Effekte zumindest teilweise reversibel (Fojo et al. 1985). Abbildung 4 zeigt die Akkumulation 

des Pgp-Substrates BODIPY® FL Paclitaxel in KB-3-1 und KB-8-5 Zellen. Wie zu erwarten, 

ist hier die im Vergleich zu den KB-8-5 sehr viel höhere intrazelluläre Substratanreicherung 

in den KB-3-1 Zellen zu sehen. Die Pgp-Inhibition mit Cyclosporin A veränderte die 

Akkumulation in KB-3-1 Zellen nur unwesentlich, erhöhte allerdings die Fluoreszenzstärke 

der KB-8-5 Zellen auf Werte, die mit denjenigen der KB-3-1 vergleichbar sind. Bei der 

anschließenden Überprüfung der Leukämie-Zelllinien CMK und KG-1a auf ihre Akkumula-

tionseigenschaften zeigten die CMK-Zellen nach einer eintägigen Behandlung mit Natrium-
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phenylbutyrat eine im Vergleich zu unbehandelten Zellen verminderte Akkumulation der 

Pgp-Substrate BODIPY® FL Paclitaxel sowie Rhodamin 123 (s. Abb. 5, 6). Die intrazelluläre 

Substratanreicherung dieser Substanzen konnte sowohl mit Verapamil als auch mit Cyclo-

sporin A, beides Inhibitoren von Pgp und anderen ABC-Transportern, in behandelten wie un-

behandelten Zellen erheblich gesteigert werden. 

Trotz fehlenden Nachweises einer Induktion von MDR1 durch PBA in der semiquantitativen 

PCR war auch bei KG-1a Zellen eine gering verminderte Akkumulation von BODIPY® FL 

Paclitaxel in den mit PBA behandelten Zellen – verglichen mit unbehandelten Zellen – festzu-

stellen (s. Abb. 6). Dieser Effekt war jedoch geringer ausgeprägt als bei den CMK Zellen. Die 

Zugabe des Pgp-Inhibitors Cyclosporin A führte unabhängig von der PBA-Behandlung 

wiederum zu einer massiven Zunahme der Fluoreszenzwerte der Zellen. 

Dies spricht dafür, dass die Transportaktivität, die in beiden Zelllinien bereits bei unbehandel-

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

 

 

3.3 PBA moduliert die Sensibilität von 

Leukämiezellen gegenüber verschie-

denen Chemotherapeutika 

Die vorangegangenen Ergebnisse führten zu der Fragestellung, ob die Modulation der Genex-

pression der ABC-Transporter durch PBA-Behandlung auch eine erhöhte Resistenz gegen 

Chemotherapeutika nach sich zieht. Um dem nachzugehen, wurde der Einfluss von PBA auf 

das Apoptoseverhalten von Zellen der Linien KG-1a und CMK untersucht. Dazu wurden drei 

Verfahren verwendet, die verschiedene Ereignisse zu unterschiedlichen Zeitpunkten im 

Ablauf der Apoptose erfassen: Messung des mitochondrialen Membranpotentials (∆Ψm), 

Annexin V-Test und TUNEL-Assay (Näheres dazu siehe Einleitung). Zusätzlich wurden mit 

KG-1a Zellen Trypanblau-Färbungen und MTS-Assays durchgeführt. 

 

3.3.1 Zytotoxizität von HDACi als Monotherapie 

Wie in der Einleitung bereits erwähnt, wirken HDACi zytotoxisch, insbesondere auf maligne 

Zellen. Um eine Modulation der Chemoresistenz durch Behandlung mit PBA aufzuzeigen, 

war es nötig, geeignete Konzentrationen an PBA zu finden, die eine vermehrte Expression der 

ABC-Transporter hervorrufen, aber keine hohen Apoptoseraten verursachen. Hierzu wurden 
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CMK und KG-1a Zellen für 1 bzw. 4 Tage mit 1 mM, 2 mM, 3 mM und 6 mM PBA 

behandelt und anhand des Annexin V-Tests untersucht. KG-1a Zellen reagierten weniger 

sensitiv auf PBA als CMK Zellen (s. Abb. 8). Während die 4-tägige Behandlung mit 3 mM 

PBA den Anteil Annexin V-positiver KG-1a Zellen gegenüber der unbehandelten Kontrolle 

lediglich um 2 % (5 % vs. 3 %) erhöhte, zeigten CMK Zellen bei gleicher HDACi-

Konzentration eine Steigerung des apoptotischen Zellanteils um 7 % (15 % vs. 8 %). 

Diese Daten ermöglichten es, die optimalen PBA-Konzentrationen für Versuche zur Inter-

aktion der Kombination von PBA und Chemotherapeutika zu bestimmen: für die Zelllinie 

KG-1a war dies 3 mM, für die Zelllinie CMK 2 mM. Diese Konzentrationen verursachten 

nach 4-tägiger Exposition nur eine geringe Vermehrung (2 %) der Annexin V-positiven 

Zellen gegenüber den unbehandelten Kontrollzellen. In weiteren Vorversuchen mit verschie-

denen Behandlungsschemata, in denen PBA mit Chemotherapeutika kombiniert wurde, er-

wies sich folgender Ablauf der Experimente als geeignet: Behandlung der Zelllinien mit bzw. 

ohne PBA für einen Tag sowie den darauffolgenden Zusatz der Zytostatika an Tag 2 für wei-

tere 2 (für die ∆Ψm-Messung) bzw. 3 (für Annexin V-Test und TUNEL-Assay) Tage. Abbil-

dung 9 veranschaulicht das Behandlungsschema, mit dem gearbeitet wurde. 

 

3.3.2 Zelllinie KG-1a 

Die Ergebnisse aus den Experimenten mit der Zelllinie KG-1a sind in den Abbildungen 10-14 

dargestellt. Die Behandlung mit PBA verlieh den KG-1a Zellen eine Resistenz gegen alle ein-

gesetzten Zytostatika. Darin stimmten die drei Methoden zur Messung der Apoptose überein. 

Den größten Einfluss auf das Apoptoseverhalten der KG-1a Zellen übte PBA in der 

Kombination mit 5-Fluoruracil (5-FU) aus: die Annexin V-positive Zellfraktion sank um 42 

%, die Rate an Zellen mit zerstörtem ∆Ψm nahm um 63 % ab und der Anteil an TUNEL-

positiven Zellen verringerte sich um 41 %. Etwas schwächer war die durch PBA-Behandlung 

induzierte Resistenz der Zellen gegen Etoposid, Gemcitabin und Cytosinarabinosid (Ara-C): 

hier kam es zu Minderungen in den Apoptoseraten um 29 - 32 % im Annexin V-Test, 19 - 30 

% in der ∆Ψm-Messung und 16 - 32 % im TUNEL-Assay. Die Sensitivität der Zellen 

gegenüber Vinblastin, Colchicin, Paclitaxel, Daunorubicin, Mitoxantron und Topotecan 

wurde durch PBA nur moderat vermindert: es zeigte sich eine Verringerung des apoptotischen 

Zellanteils um 6 - 19 % im Annexin V-Test, 8 - 19 % in der ∆Ψm-Messung und 4 - 34 % im 

TUNEL-Assay. 2’,3’-Dideoxycytidin (ddC) induzierte auch in höheren Dosierungen nur 

geringe Raten an Annexin V-positiven und ∆Ψm-negativen Zellen; eine Vermehrung von 

DNA-Strangbrüchen im TUNEL-Assay (Daten nicht gezeigt) war nicht zu erfassen. So war 
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eine moderate Resistenzentwicklung durch PBA-Behandlung auch nur im Annexin V- und 

∆Ψm-Test nachzuweisen, nicht jedoch im TUNEL-Assay. 

In allen oben aufgeführten Versuchen wurde eine durch PBA verursachte Hemmung der Zell-

proliferation beobachtet. Um festzustellen, wie hoch die absoluten Zahlen lebender Zellen am 

Ende der Kombinationsversuche war, wurde ein weiteres Experiment mit einem Versuchs-

aufbau analog zu den Vorherigen und mit 4 ausgewählten Zytostatika durchgeführt. Am Tag 

3 (s. Abb. 9) wurden die Trypanblau-negativen Zellen unter dem Lichtmikroskop ausgezählt. 

Als Zytostatika wurden Etoposid, Mitoxantron, Topotecan und 5-Fluoruracil benutzt. Zu-

nächst bestätigte sich die Beobachtung, dass PBA eine proliferationshemmende Wirkung auf 

KG-1a Zellen ausübt: die PBA-Behandlung verringerte die Zahl der Trypanblau-negativen 

Zellen um etwa die Hälfte (ca. 1.148.000 vs. 598.000 Zellen/ml). Bei den Kombinationen von 

PBA mit den Zytostatika Etoposid, Topotecan und 5-FU führte eine Vorbehandlung mit PBA 

zu einer Vermehrung der Anzahl intakter Zellen (s. Abb. 13). Entsprechend den Apoptose-

Tests war hier der Effekt bei 5-FU am stärksten ausgeprägt (ca. 238.000 vs. 110.000 

Zellen/ml). Die Viabilität der mit Mitoxantron behandelten Zellen konnte PBA nicht in dieser 

Weise beeinflussen. 

Schließlich wurden mit nahezu allen in den Apoptosetests verwendeten Zytostatika und einem 

Versuchsaufbau analog zu dem in den Apoptosetests benutzten auch MTS-Assays durchge-

führt. Eine geringe Induktion der Resistenz durch Behandlung mit PBA war jedoch lediglich 

gegen 5-FU und Mitoxantron und nur bei sehr hohen Konzentrationen dieser Substanzen fest-

zustellen (s. Abb. 14). 

 

3.3.3 Zelllinie CMK 

Die 3 bereits an KG-1a Zellen angewandten Verfahren zur Messung der Apoptose wurden 

auch mit CMK Zellen durchgeführt (s. Abb. 15-17). 

PBA war in der Lage, CMK Zellen eine Resistenz gegen Daunorubicin, Doxorubicin und To-

potecan, sowie gegen 5-Fluoruracil zu verleihen. Es zeigten sich jedoch deutliche Unter-

schiede in der Stärke der erworbenen Resistenz bezüglich der verwendeten Methoden. So 

ergaben sich beispielsweise für die Substanzen 5-FU und Topotecan folgende Mittelwerte und 

Standardabweichungen der in den verschiedenen Methoden gemessenen Apoptoseminderun-

gen durch PBA: 15,67 ± 11,55 % (5-FU) und 17,67 ± 8,33 % (Topotecan). 

Die Toxizität von Mitoxantron konnte PBA in CMK Zellen nicht modulieren. Darin stimmten 

der TUNEL-Assay und die ∆Ψm-Messung überein. Lediglich in dem gezeigten Annexin V-
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Test war eine marginal verstärkte – und in weiteren Versuchen nicht reproduzierbare – 

Resistenzentwicklung durch PBA-Behandlung gegen Mitoxantron festzustellen. 

Weniger eindeutige Resultate ergaben die Versuche mit den übrigen Zytostatika. So konnte 

eine verminderte Sensibilität der mit PBA behandelten CMK Zellen gegenüber Colchicin nur 

im TUNEL-Assay und in der ∆Ψm-Messung erfasst werden; im Annexin V-Test konnte die 

vergleichsweise geringe Wirkung nicht gezeigt werden. Gegen Vinblastin und Paclitaxel, 

sowie gegen Gemcitabin und Cytarabin konnte eine durch PBA gesteigerte Resistenz 

lediglich im TUNEL-Assay festgestellt werden, nicht jedoch in den beiden anderen 

Methoden. Ähnliche Ergebnisse wurden auch mit Etoposid und ddC beobachtet. Allerdings 

waren die mit dem TUNEL-Assay erfassten Effekte bei diesen beiden Substanzen nicht 

eindeutig reproduzierbar. 

 

3.3.4 Vergleich der Methoden zur Apoptosemessung 

Um den Zusammenhang der Messergebnisse aus den verschiedenen Methoden zur Feststel-

lung des Apoptoseanteils zu untersuchen, wurden die in den einzelnen Testverfahren ermittel-

ten Werte in einem Diagramm gegeneinander aufgetragen und jeweils lineare Trendlinien für 

die Messpunkte unbehandelter und mit PBA behandelter Zellen erstellt (s. Abb. 18). Dabei 

zeigte sich, dass die Ergebnisse des ∆Ψm-Tests (gemessen am Tag 3 des Behandlungssche-

mas) und des Annexin V-Assays (gemessen am Tag 4 des Behandlungsschemas) sowohl bei 

KG-1a (Bestimmtheitsmaß R2 = 0,87 [ohne PBA] bzw. 0,85 [mit PBA]) als auch bei CMK 

Zellen (Bestimmtheitsmaß R2 = 0,62 [ohne PBA] bzw. 0,85 [mit PBA]) einen hohen linearen 

Zusammenhang aufwiesen. Zudem waren die in diesen beiden Methoden ermittelten 

Prozentsätze apoptotischer Zellen häufig ähnlich hoch, was die enge Verknüpfung der frühen 

apoptotischen Ereignisse, Verlust von ∆Ψm und Externalisierung von Phosphatidylserin, 

unterstreicht. Der lineare Zusammenhang zwischen den Messwerten des Annexin V-Tests 

(gemessen an Tag 4 des Behandlungsschemas) und des TUNEL-Assays (gemessen am Tag 4 

des Behandlungsschemas) war dagegen in beiden Zelllinien deutlich geringer als der 

zwischen den Resultaten des Annexin V-Tests und der ∆Ψm-Messung Beobachtete 

(Bestimmtheitsmaß R2 = 0,65 [KG-1a Zellen ohne PBA] bzw. 0,67 [KG-1a Zellen mit PBA]). 

Ausserdem befanden sich – insbesondere bei Versuchen mit KG-1a Zellen – die im TUNEL-

Assay gemessenen Prozentwerte apoptotischer Zellen zumeist unterhalb der im Annexin V-

Test Ermittelten. Anhand dieser Daten läßt sich die Abfolge der gemessenen Ereignisse 

innerhalb des Apoptoseprozesses (zunächst Verlust von ∆Ψm und Externalisierung von 

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

Um festzustellen, ob die durch PBA erzeugte Resistenz reversibel ist, wurde das in den oben 

genannten Experimenten angewandte Behandlungsprotokoll (s. Abb. 9) in folgender Weise 

erweitert: Am Tag 4 des Experiments wurden die Zellen nach Messung der Apoptose 

(Annexin V-Methode) mit PBS gewaschen, auf eine Konzentration von 200.000 (Trypanblau-

negativen) Zellen pro Milliliter Medium eingestellt und zusammen mit den Zytostatika, denen 

sie bereits zuvor in gleicher Konzentration ausgesetzt waren, inkubiert. Die Zellen, die bis 

zum Tag 4 mit PBA behandelt wurden, wurden in 2 Gruppen aufgeteilt: zu einer Gruppe wur-

de am Tag 4 wieder PBA hinzugefügt, die andere erhielt keine weitere PBA-Behandlung. Es 

folgten weitere Annexin V-Teste an den Tagen 5, 6, 7, 8 und 9 (s. Abb. 19). Die mit 5-FU be-

handelten Zellen konnten aufgrund der schon bis zum Tag 8 eingetretenen hohen Apoptose-

raten am Tag 9 nicht mehr gemessen werden. Der Versuch wurde mit KG-1a Zellen und den 

Substanzen Etoposid, Mitoxantron, Topotecan und 5-Fluoruracil durchgeführt. Vergleicht 

man die Apoptoseraten der Zellen, die weiterhin mit PBA behandelt wurden, mit denjenigen, 

denen PBA entzogen wurde, erkennt man eine mit zunehmender Dauer fortschreitende 

Abnahme der induzierten Resistenz gegen die Substanzen Etoposid, Topotecan und – weniger 

ausgeprägt – gegen Mitoxantron (aber nicht 5-FU) als Folge des PBA-Entzuges (s. Abb. 20). 

So blieb beispielsweise die apoptotische Zellfraktion der fortlaufend mit Topotecan und PBA 

behandelten Zellen in etwa konstant (Tag 4: 48%, Tag 7: 47%, Tag 9: 51%), während diese 

bei den Zellen ohne fortgeführte PBA-Behandlung (nur Topotecan) deutlich anstieg (Tag 4: 

48%, Tag 7: 56%, Tag 9: 69%). 

Diese Effekte waren bei der Kombinationsbehandlung mit 5-FU nicht zu beobachten. Hier 

kam es zur Minderung der induzierten Resistenz sowohl bei den durchgehend mit PBA 

behandelten Zellen, als auch bei denjenigen, denen PBA entzogen wurde (s. Abb. 20).  

 

 

3.4 HDACi induzieren die mRNA 

Expression der Cytidindeaminase 

 
Die unter 3.3.2 vorgestellten Ergebnisse zeigen, dass infolge der Inkubation mit PBA die Sen-

sibilität von KG-1a Zellen u.a. auch gegenüber Cytarabin und Gemcitabin abnahm. Eine 

Beteiligung von MRP5 und BCRP bei der Resistenzentwicklung gegenüber Nukleosidanaloga 

wurde und wird zwar diskutiert, hinreichend belegt ist sie jedoch nicht (Davidson et al. 2002, 
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Reid et al. 2003, Oguri et al. 2006, Borst et al. 2007, de Wolf et al. 2008). Zudem wurden im 

Zusammenhang mit einer Resistenz gegen Cytarabin bzw. Cytarabin und Gemcitabin erst 

kürzlich MRP8 bzw. MRP7 beschrieben (Guo et al. 2009, Hopper-Borge et al. 2009). 

Darüber hinaus existieren aber noch Gene für metabolisierende Enzyme und Nukleosid-

transporter, deren Assoziation mit Resistenz gegen die beiden oben genannten strukturell ähn-

lichen Pyrimidin-Analoga bereits nachgewiesen wurde (Galmarini et al. 2001). Um eine Mo-

dulation der Expression einiger dieser Gene unter Behandlung mit HDACi zu überprüfen, 

wurden KG-1a, CMK und K-562 Zellen für einen Tag mit bzw. ohne PBA oder VPA in-

kubiert und daraufhin die mRNA-Menge der Gene mittels semiquantitativer PCR bestimmt. 

Dabei zeigte sich eine deutliche Induktion des Cytidindeaminase-Gens durch Exposition mit 

PBA in allen 3 Zelllinien, mit VPA in CMK und K-562 Zellen (s. Abb. 21). Die Expression 

der Gene für Pyrimidin-Nukleotidase I, Deoxycytidin-Kinase, Deoxycytidylat-Deaminase und 

Human equilibrative nucleoside transporter 1 blieb dagegen in allen 3 Zelllinien von den 

Behandlungen unbeeinflusst (s. Abb. 21). 

 

 

3.5 Veränderte Zellzyklusverteilung unter 

PBA Behandlung 

 
Ein in der Literatur häufig beschriebener Effekt von Histondeacetylase-Inhibitoren ist die In-

duktion eines Zellzyklusarrestes, vorzugsweise am G1/S-Kontrollpunkt (Carew et al. 2008). 

Solch ein Zellzyklusarrest kann die Toxizität Zellzyklus-spezifischer Medikamente, deren 

Effekte sich v.a. in der S- und/oder G2/M-Phase manifestieren (z.B. Topoisomerase-Inhibito-

ren) verringern (Hsu et al. 2009).  In der vorliegenden Arbeit wurde überprüft, ob auch der 

HDACi PBA in Leukämiezelllinien einen G1-Zellzyklusarrest, der zur PBA-induzierten 

Resistenz beitragen könnte, auslösen kann. Die eintägige Behandlung der KG-1a Zellen mit 

PBA führte zu einem schwachen Anstieg der G0/G1-Zellfraktion (von 50% auf 57%) bei 

gleichzeitiger geringer Abnahme des sich in der G2/M-Phase befindenden Zellanteils (von 

19% auf 14%), während die S-Phasen-Zellfraktion (31% ohne bzw. 29% mit PBA) kaum be-

einflusst wurde. Der von PBA hervorgerufene G0/G1-Arrest war in CMK Zellen stärker aus-

geprägt (37% ohne bzw. 57% mit PBA in G0/G1-Phase), wobei hier der G2/M-Zellanteil 

konstant blieb (bei 23%) und die S-Phasen-Zellfraktion deutlich vermindert wurde (von 40% 

auf 21%) (s. Abb. 22). 
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3.6 Abbildungen 

 

Abbildung 3: Modulation der mRNA-Expression Chemore sistenz-assoziierter 
ABC-Transporter durch PBA 
Die Zellen wurden mit oder ohne 3 mM PBA inkubiert. Nach 1 bzw. 4 Tagen wurden die 
Zellen mittels semiquantitativer PCR auf die Expression der angegebenen ABC-Transporter-
gene hin untersucht. (A) CMK Zellen. (B) KG-1a Zellen. 
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Abbildung 4: Zeitlicher Verlauf der intrazellulären  Akkumulation von BODIPY ® 
FL Paclitaxel in KB-3-1 und KB-8-5 Zellen (A). Verg leich mit einem Rohdaten-
Diagramm (B)  
Die Zellen wurden für die angegebene Zeit entweder mit 10 ng/ml BODIPY® FL Paclitaxel 
alleine (durchgezogene Linien) oder zusätzlich mit 5 µM CsA (gestrichelte Linien) inkubiert. 
(B) Die zwei Rohdaten-Graphen des 30 Minuten-Wertes der Zelllinie KB-8-5 wurden nach-
träglich übereinandergelegt. Der mittlere Fluoreszenzwert aller im Gate D befindlichen Zellen 
wurde für den jeweiligen Graphen ermittelt und in das Diagramm A übertragen. Der weiße 
Peak beinhaltet Zellen ohne CsA-Zusatz, der grau unterlegte Zellen mit CsA-Zusatz. Vgl. 
dazu die entsprechenden Werte der KB-8-5 in A (s. Pfeile). 
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Abbildung 5: Zeitlicher Verlauf der intrazell ulären Akkumulation von BODIPY ® FL 
Paclitaxel in CMK Zellen  
Die Zellen wurden 24 Stunden mit oder ohne 3 mM PBA kultiviert. Anschließend wurden sie
für die angegebene Zeit mit 30 ng/ml BODIPY® FL Paclitaxel inkubiert und ihre Fluoreszenz 
am Durchflusszytometer bestimmt. 
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Abbildung 6: Zeitlicher Verlauf der intrazellulären  Akkumulation von Rhodamin 
123 in CMK Zellen 
Die Zellen wurden 24 Stunden mit oder ohne 3 mM PBA kultiviert. Anschließend wurden sie für 
die angegebene Zeit mit 100 ng/ml Rhodamin 123 inkubiert und ihre Fluoreszenz am Durch-
flusszytometer bestimmt. 
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Abbildung 7: Zeitlicher Verlauf der intrazellulären  Akkumulation von BODIPY ® FL 
Paclitaxel in KG-1a Zellen 
Die Zellen wurden 24 Stunden mit oder ohne 3 mM PBA kultiviert. Anschließend wurden sie
für die angegebene Zeit mit 10 ng/ml BODIPY® FL Paclitaxel inkubiert und ihre Fluoreszenz 
am Durchflusszytometer bestimmt. 
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Abbildung 8: Apoptose-Induktion von PBA in KG-1a (A ) und CMK (B) Zellen 
Die Zellen wurden für 1 bzw. 4 Tage (graue bzw. schwarze Balken) mit den angegebenen 
PBA-Konzentrationen behandelt, wobei die Angabe „0mM“ unbehandelten Zellen entspricht. 
Danach wurden die Zellen mit FITC-markiertem Annexin V angefärbt und ihre Fluoreszenz 
am Durchflusszytometer bestimmt. 
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Abbildung 9: Schematischer Ablauf der Zellbehandlun g zur Bestimmung der 
Chemoresistenz 
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Abbildung 10: Auswirkungen der Behandlung mit PBA a uf die Chemosensibi-
lität von KG-1a Zellen im Annexin V-Assay  
Die Zellen wurden für 1 Tag mit (jeweils rechtes Histogramm) oder ohne (jeweils linkes His-
togramm) 3 mM PBA inkubiert. Anschließend wurden die angegebenen Zytostatika hinzuge-
geben. Nach weiteren 3 Tagen wurden die Zellen mit FITC-markiertem Annexin V angefärbt 
und ihre Fluoreszenz am Durchflusszytometer bestimmt. Der im angezeigten Intervall der 
Histogramme liegende Anteil der Annexin V-negativen Zellen ist angegeben.  
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Vinblastin [0,55 µM] Topotecan [2,18 µM] 
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Abbildung 11: Auswirkungen der Vorbehandlung mit PB A auf die Chemosensi-
bilität von KG-1a Zellen in der ∆Ψm-Messung  
Die Zellen wurden für 1 Tag mit (jeweils rechtes Histogramm) oder ohne (jeweils linkes 
Histogramm) 3 mM PBA inkubiert. Anschließend wurden die angegebenen Zytostatika 
hinzugegeben. Nach weiteren 2 Tagen wurden die Zellen mit DIOC6(3) angefärbt und ihre 
Fluoreszenz am Durchflusszytometer bestimmt. Der im angezeigten Intervall der 
Histogramme liegende Anteil der Zellen mit positivem ∆Ψm ist angegeben. 
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Vinblastin [0,55 µM] Mitoxantron  [4 µM] 
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Abbildung 12: Auswirkungen der Vorbehandlung mit PB A auf die Chemosensi-
bilität von KG-1a Zellen im TUNEL-Assay  
Die Zellen wurden für 1 Tag mit (jeweils rechtes Histogramm) oder ohne (jeweils linkes 
Histogramm) 3 mM PBA inkubiert. Anschließend wurden die angegebenen Zytostatika hin-
zugegeben. Nach weiteren 3 Tagen wurden die Zellen mit dem APO-DIRECT™ Kit ange-
färbt und ihre Fluoreszenz am Durchflusszytometer bestimmt. Der im angezeigten Intervall 
der Histogramme liegende Anteil der TUNEL-positiven Zellen ist angegeben. 
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Topotecan 

Abbildung 13: Auswirkungen der Behandlung mit PBA a uf die Chemosensibi-
lität von KG-1a Zellen in der Trypanblau-Färbung . 
Die Zellen wurden für 1 Tag mit oder ohne 3 mM PBA inkubiert. Anschließend wurden die 
angegebenen Zytostatika hinzugegeben. Nach weiteren 2 Tagen erfolgte die Färbung mit Try-
panblau und Auszählung der ungefärbten Zellen am Lichtmikroskop. Die Standardabwei-
chungen aus drei aufeinanderfolgenden Auszählungen sind graphisch wiedergegeben. 
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Abbildung 14: Dosisabhängige Modulation der Chemose nsibilität von KG-1a 
Zellen durch PBA-Behandlung im MTS-Assay  
Die Zellen wurden für 1 Tag mit den angegebenen Konzentrationen an PBA (3 mM in B und 
D) inkubiert. Anschließend wurden Mitoxantron (2 µM in A) bzw. 5-FU (5mM in C) in den 
aufgeführten Dosen hinzugegeben. Nach weiteren 3 Tagen erfolgte die Messung der Zellvia-
bilität anhand des MTS-Assay. In die Grafiken sind die 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 -
bilität von CMK Zellen im Annexin V-Assay  
Die Zellen wurden für 1 Tag mit (jeweils rechtes Histogramm) oder ohne (jeweils linkes 
Histogramm) 2 mM PBA inkubiert. Anschließend wurden die angegebenen Zytostatika 
hinzugegeben. Nach weiteren 3 Tagen wurden die Zellen mit FITC-markiertem Annexin V 
angefärbt und ihre Fluoreszenz am Durchflusszytometer bestimmt. Der im angezeigten 
Intervall der Histogramme liegende Anteil der Annexin V-negativen Zellen ist angegeben. 
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Vinblastin  [132 µM] Mitoxantron  [6 µM] 
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Abbildung 16: Auswirkungen der Vorbehandlung mit PB A auf die Chemosensibi -
lität von CMK Zellen in der ∆Ψm-Messung 
Die Zellen wurden für 1 Tag mit (jeweils rechtes Histogramm) oder ohne (jeweils linkes 
Histogramm) 2 mM PBA inkubiert. Anschließend wurden die angegebenen Zytostatika hinzuge-
geben. Nach weiteren 2 Tagen wurden die Zellen mit DIOC6(3) angefärbt und ihre Fluoreszenz 
am Durchflusszytometer bestimmt. Der im angezeigten Intervall der Histogramme liegende 
Anteil der Zellen mit positivem ∆Ψm ist angegeben. 
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Abbildung 17: Auswirkungen der Vorbehandlung mit PB A auf die Chemo sensibi -
lität von CMK Zellen im TUNEL-Assay  
Die Zellen wurden für 1 Tag mit (jeweils rechtes Histogramm) oder ohne (jeweils linkes 
Histogramm) 2 mM PBA inkubiert. Anschließend wurden die angegebenen Zytostatika 
hinzugegeben. Nach weiteren 3 Tagen wurden die Zellen mit dem APO-DIRECT™ Kit 
angefärbt und ihre Fluoreszenz am Durchflusszytometer bestimmt. Der im angezeigten 
Intervall der Histogramme liegende Anteil der TUNEL-positiven 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 vorherigen Versuchen zur Chemoresistenz ermit-
telten Messwerte der verschiedenen Verfahren zur Apoptosemessung gegeneinander aufgetra-
gen. Ein Messpunkt gibt jeweils die in den zwei angegebenen Methoden detektierten Prozent-
sätze apoptotischer (AnnexinV-positiver, TUNEL-positiver) bzw. nicht-apoptotischer (Delta 
psi-positiver) Zellen wieder. Die Daten eines Messpunktes wurden in zwei unabhängigen Ex-
perimenten mit gleichen Kulturbedingungen und gleichen Zellbehandlungen ermittelt. Mithil-
fe des Computerprogramms Microsoft Excel® (Firma: Microsoft, Redmont, USA) wurden 
jeweils für die Messpunkte aller mit PBA behandelten und aller unbehandelten Zellen eine 
lineare Trendlinie erzeugt. Das Bestimmtheitsmaß R2, das die Höhe des linearen 
Zusammenhangs zwischen den Ergebnissen der verschiedenen Apoptose-Tests abbildet, ist 
für jede Trendlinie angegeben. 
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Abbildung 19: Schematischer Ablauf der Zellbehandlu ng zur Bestimmung der 
Chemoresistenz nach PBA Entzug 
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Abbildung 20: Re versibilität der Chemoresistenz von KG-1a Zellen na ch Ent-
zug von PBA  
Die Zellen wurden für 1 Tag mit oder ohne 3 mM PBA inkubiert. Anschließend wurden die 
angegebenen Zytostatika hinzugegeben. Nach weiteren 3 Tagen erfolgte die erste Annexin V-
Messung am Durchflusszytometer. Daraufhin wurden die Zellen abzentrifugiert, mit PBS 
gewaschen und in einer Konzentration von ca. 200.000 Zellen/ml Medium in neue Zellkultur-
flaschen ausgebracht. Den Zellen wurden die Zytostatika hinzugefügt, mit denen sie schon 
die 3 Tage zuvor behandelt wurden. Die mit PBA behandelten Zellen wurden auf je 2 
Flaschen aufgeteilt: eine mit (PBA) und eine ohne (PBA -) 3 mM PBA. Es folgten weitere 
Annexin V-Messungen an den Tagen 5, 6, 7, 8 und 9. Zytostatika wurden in folgenden
Konzentrationen eingesetzt: (A) 50,97 µM Etoposid, (B) 2 µM Mitoxantron, (C) 1,64 µM 
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 Valproinsäure inkubiert. Nach 1 Tag
wurden die Zellen mittels semiquantitativer PCR auf die Expression der angegebenen Nukle-
osidanaloga-Resistenzgene hin untersucht. Abkürzungen: CDA = Cytidindeaminase, PN-I = 
Pyrimidin-Nukleotidase I, dCK = Deoxycytidin-Kinase, dCMPD = Deoxycytidylat-Deamina-
se, hENT1 = Human equilibrative nucleoside transporter 1 
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Abbildung 22: Einflu ss von PBA auf die Zellzyklusverteilung von KG- 1a (A) und 
CMK (B) Zellen  
Die Zellen wurden für 1 Tag mit oder ohne 3 mM PBA inkubiert. Anschließend wurden die 
mit Ethanol permeabilisierten Zellen mit Propidiumjodid angefärbt und anhand der 
durchflusszytometrisch bestimmten Fluoreszenz ihr DNA-Gehalt ermittelt. Die Auswertung 
der Daten erfolgte mit dem Computerprogramm ModFitLT™ 3.0 der Firma Verity Software 
House (Topsham, USA). Angegebene Prozentwerte entsprechen dem Anteil der Zellen, die 
sich in der jeweiligen Zellzyklusphase befinden, an der Gesamtpopulation der Zellen. Die 
Standardabweichungen aus vier unabhängigen Experimenten sind graphisch wiedergegeben. 
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4 Diskussion 

 

4.1 Modulation der Genexpression von 

ABC-Transportern durch HDACi 

 
Bereits im Jahr 1989 wurde zum ersten Mal nachgewiesen, dass ein Histondeacetylase-Inhibi-

tor, in diesem Fall Natriumbutyrat, in der Lage ist, die Expression von P-Glykoprotein in Kar-

zinomzelllinien zu steigern (Mickley et al. 1989). Später konnte aufgezeigt werden, dass die-

ser Effekt zumindest in einer der untersuchten Kolonkarzinomzelllinien mit einer verringerten 

Akkumulation der Pgp-Substrate Rhodamin 123 und Vinblastin sowie einer verstärkten Resis-

tenz gegenüber Vinblastin einherging (Frommel et al. 1993). Auch eine Behandlung mit dem 

HDACi Romidepsin induzierte die Expression von funktionsfähigem Pgp in dieser Zelllinie 

und zudem in Nierenzellkarzinomzelllinien sowie in einer APL-Zelllinie, die gewöhnlich kein 

Pgp exprimiert (Robey et al. 2006, Tabe et al. 2006). Diese APL-Zelllinie zeigte nach 

Inkubation mit Romidepsin eine geringere Sensibilität gegenüber der zytostatischen Wirkung 

von Doxorubicin, wobei die Effekte von Romidepsin auf Pgp-Expression und Sensibilität die-

ser Zellen durch zusätzliche Gabe von ATRA erheblich verstärkt wurden (Tabe et al. 2006). 

Darüber hinaus konnte eine vermehrte MDR1-Exprimierung in mononukleären Zellen des 

peripheren Blutes von Patienten, die aufgrund eines kutanen T-Zell-Lymphoms oder einer 

CBF-AML mit Romidepsin behandelt wurden, nachgewiesen werden (Robey et al. 2006, 

Odenike et al. 2008). In manchen Kolonkarzinom- und Nierenzellkarzinomzelllinien sowie ei-

ner Zelllinie eines großzelligen Bronchialkarzinoms wurde zudem ABCG2 nach Behandlung 

mit Romidepsin verstärkt exprimiert (To et al. 2008). Valproinsäure (VPA), Trichostatin A 

(TSA) und Apicidin, ebenfalls HDACi, waren in der Lage, die Expression von Pgp in einer 

Leukämie- (VPA), einer Ratten-Hepatom- (VPA), einer Kolonkarzinom- (VPA und TSA), ei-

ner Magenkarzinom- (TSA) und einer Zervixkarzinomzelllinie (Apicidin) zu induzieren, wo-

bei Apicidin den Zellen eine Resistenz gegenüber Paclitaxel verlieh (Eyal et al. 2006, Kim et 

al. 2008b, Lee et al. 2008). Die Behandlung mit TSA führte außerdem in Luciferase-Reporter-

genassays zur Aktivierung des MRP7-Promotors, während sie in einer Karzinomzelllinie eine 

Verminderung des MRP2-Proteins zur Folge hatte (Stöckel et al. 2000, Kao et al. 2003). Un-

tersuchungen mit Natriumphenylbutyrat (PBA) ergaben, dass PBA in bestimmten Zellsyste-

men die Exprimierung von MDR1 sowie der nicht mit Chemoresistenz assoziierten ABC-
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Transporter BSEP und ALDP steigert (Shack et al. 1996, Kemp und Wanders 2007, Hayashi 

und Sugiyama 2007). In einer Pgp-überexprimierenden, chemoresistenten Brustkrebs- und 

einer Kolonkarzinomzelllinie verursachte die 72-stündige Inkubation mit PBA einen deut-

lichen Anstieg der MDR1-mRNA-Menge, sensibilisierte allerdings paradoxerweise die Zellen 

gegenüber einer anschließenden Behandlung mit Doxorubicin, anstatt ihnen Resistenz zu ver-

leihen (Shack et al. 1996). Die von PBA ausgelöste Minderung der antioxidativen Kapazität 

der Zellen lieferte einen möglichen Erklärungsansatz für diese unerwartete Beobachtung 

(Shack et al. 1996). 

Die Modulation der Exprimierung anderer Chemoresistenz-assoziierter ABC-Transporter 

durch Histondeacetylase-Inhibitoren wurde nach dem Erkenntnisstand des Autors bisher nicht 

nachgewiesen. 

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob sich die Behandlung von Leukämiezelllinien 

mit Natriumphenylbutyrat (PBA) auf die Genexpression verschiedener Chemoresistenz-asso-

ziierter ABC-Transporter und die Sensibilität dieser Zellen gegenüber Chemotherapeutika 

auswirkt. Eine Inkubation mit PBA führte in CMK Zellen zu einer verstärkten Expression von 

ABCG2- (BCRP-), ABCC11- (MRP8-) sowie – schwächer – MDR1- und ABCC10- (MRP7-) 

mRNA, in KG-1a Zellen zur Induktion der Gene ABCG2, ABCC11 und in geringerem 

Ausmaß ABCC5 (MRP5). Darüber hinaus bewirkte eine PBA-Behandlung in KG-1a Zellen 

eine leicht verminderte Akkumulation des Pgp-Substrates BODIPY® FL Paclitaxel; in CMK 

Zellen war dieser Effekt ausgeprägter und konnte zusätzlich für das Pgp-Substrat Rhodamin 

123 nachgewiesen werden. Die in diesen Akkumulations-Assays eingesetzten Pgp-Inhibitoren 

Verapamil und Cyclosporin A vermehrten die intrazelluläre Anreicherung der beiden 

Substrate erheblich. Dies belegt, dass die Genexpression funktionell für die Transportaktivität 

relevant und für Pgp spezifisch ist. Die in KG-1a Zellen beobachtete Diskrepanz zwischen 

dem Resultat der semiquantitativen PCR, die keinen Einfluss der Behandlung mit PBA auf 

die Genexpression von MDR1 gezeigt hat, und dem des Akkumulations-Assay, der eine 

vermehrte Aktivität von Pgp vermuten lässt, ist anhand der zugrunde liegenden Daten nicht 

erklärbar. Als möglich Ursache dafür könnten von PBA hervorgerufene posttranslationale 

Modifizierungen oder Veränderungen des intrazellulären Transportes von Pgp eine Rolle 

spielen. In Bezug auf andere Plasmamembranproteine wurde bereits nachgewiesen, dass PBA 

deren intrazellulären Transport beeinflussen kann (Prulière-Escabasse et al. 2007). Zudem 

konnte eine Stabilisierung des p53-Protein durch Behandlung mit dem HDACi TSA gezeigt 

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

sistenz maligner Zellen 

 
In der vorliegenden Arbeit wird nachgewiesen, dass ein HDACi die Wirksamkeit von zyto-

statischen Chemotherapeutika teilweise antagonisiert. Antagonistische Interaktionen von 

HDACi wurden bislang in Kombinationen mit den Chemotherapeutika Doxorubicin, 

Epirubicin, Etoposid, Camptothecin, Paclitaxel, Vincristin, Vinblastin, Methotrexat, 

Cytarabin und Gemcitabin beobachtet (Frommel et al. 1993, Marchion et al. 2004, Bevins und 

Zimmer 2005, Tabe et al. 2006, de Ruijter et al. 2006, Kano et al. 2007, Kim et al. 2008b, 

Shiozawa et al. 2009). Als Resistenzmechanismen wurden Zellzyklusarrest, Differenzierung, 

veränderte Expression von Zielproteinen der kombinierten Chemotherapeutika oder Induktion 

von P-Glykoprotein angenommen (Tabe et al. 2006, de Ruijter et al. 2006, Kano et al. 2007). 

In Zusammenhang mit einer vermehrten Expression von Pgp durch Behandlung mit HDACi 

wurden bisher Resistenzentwicklungen gegenüber Doxorubicin, Vinblastin und Paclitaxel be-

schrieben (Frommel et al. 1993, Tabe et al. 2006, Kim et al. 2008b). 

 

4.2.1 Zelllinie KG-1a 

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgeführten Apoptose-Tests zeigen, dass eine 

Vorbehandlung mit PBA eine pleiotrope Zytostatika-Resistenz in Leukämiezelllinien erzeugt. 

In KG-1a Zellen erstreckt sich die Resistenz auf alle eingesetzten Chemotherapeutika, zu 

denen Mitosegifte, Antimetabolite, interkalierende Substanzen, Topoisomerase I- und Topo-

isomerase II-Inhibitoren gehören. Am stärksten verringert die Behandlung mit PBA die Zyto-

toxizität von 5-Fluoruracil (5-FU), dessen aktiver Metabolit ein Substrat von MRP8 und 

MRP5 ist (Kruh et al. 2007). Dies passt zu den Daten der semiquantitativen PCR, die in KG-

1a Zellen eine erhebliche Induktion der MRP8-Expression sowie eine geringere Induktion der 

MRP5-Expression durch PBA-Behandlung zeigt. Ob BCRP, dessen mRNA ebenfalls durch 

PBA deutlich vermehrt wird, bei der Resistenz gegen 5-FU eine Rolle spielt, wird in der 

Literatur kontrovers diskutiert (de Wolf et al. 2008, Yuan et al. 2009). Nicht auszuschließen 

ist die Beteiligung von weiteren Resistenzmechanismen gegen 5-FU, z.B. vermehrte Aktivität 

der Thymidylat-Synthase oder der Dihydropyrimidin-Dehydrogenase. Desweiteren ist davon 

auszugehen, dass der G1-Zellzyklusarrest, der unter Behandlung mit PBA auftritt, die Anzahl 

der Zellen, die der Toxizität von Zellzyklus-spezifischen Medikamenten, wie Mitosegifte, zu-

gänglich sind, reduziert. 
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Die im Ergebnisteil beschriebene Resistenzentwicklung der KG-1a Zellen gegenüber Gemci-

tabin kann nicht allein durch die Modulation der Genexpression der ABC-Transporter erklärt 

werden. Denn die mRNA-Menge des einzigen ABC-Transporters, dessen Überexpression in 

Verbindung mit verminderter zellulärer Sensibilität gegenüber Gemcitabin und dem struktu-

rell sehr ähnlichen Ara-C beschrieben wurde und bisher ohne Widerspruch blieb, MRP7, ist 

zum Zeitpunkt der Zugabe der Chemotherapeutika durch die 24-stündige PBA-Behandlung 

herabreguliert und wird erst später hochreguliert (Hopper-Borge et al. 2009). Die Rolle der 

anderen ABC-Transporter bei der Resistenzentwicklung gegen Gemcitabin ist nicht abschlie-

ßend geklärt. In der Arbeit von de Wolf et al. verleiht die Überexpression von BCRP nur einer 

der zwei untersuchten Zelllinien Resistenz gegen Gemcitabin (de Wolf et al. 2008). Zu der 

Fragestellung, ob die vermehrte Exprimierung von MRP5 die Sensibilität von Zellen gegen-

über Gemcitabin und Ara-C vermindert, erschienen sich widersprechende Publikationen (Da-

vidson et al. 2002, Reid et al. 2003, Oguri et al. 2006, Borst et al. 2007). Weitere ABC-Trans-

porter, die laut aktuellen Studien eine Resistenz gegen Ara-C vermitteln können, sind ABCA3 

und MRP8, dessen starke Geninduktion durch PBA folglich eine plausible Erklärung für die 

beobachtete Resistenz der KG-1a Zellen gegen Ara-C darstellt (Chapuy et al. 2008, Guo et al. 

2009). Zudem gibt es noch eine Reihe anderer Proteine, deren Assoziation mit verminderter 

zellulärer Sensibilität gegenüber Gemcitabin und Ara-C gut untersucht und hinreichend belegt 

ist (Galmarini et al. 2001, Schröder et al. 1998). Um zu klären, ob diese Proteine bei der von 

PBA modulierten Chemosensibilität der KG-1a Zellen eine Rolle spielen, wurde im Rahmen 

der vorliegenden Arbeit die mRNA-Expression dieser Proteine unter HDACi-Behandlung 

untersucht. Dabei zeigt sich in KG-1a Zellen eine erhebliche Induktion des Cytidindeaminase-

Gens durch Inkubation mit PBA. Erhöhte Aktivität der Cytidindeaminase führte in verschie-

denen In vitro-Studien zu einer Resistenz gegenüber Gemcitabin und Ara-C (Neff und Blau 

1996, Momparler et al. 1996, Eliopoulos et al. 1998). Eine Beteiligung der Cytidindeaminase 

bei der von PBA verursachten Resistenzentwicklung der KG-1a Zellen gegenüber diesen 

beiden Pyrimidin-Analoga liegt somit nahe.  

Nach dem Wissen des Autors ist die Modulation der Cytidindeaminase-Expression durch 

HDACi in der Literatur bisher ebenso wenig beschrieben wie die in der vorliegenden Arbeit 

gezeigte Induktion einer sehr weiten Resistenz durch Ko-Aktivierung mehrerer ABC-

Transportergene durch einen einzelnen HDACi. Möglicherweise spielen solche Ko-Aktivie-

rungen resistenzvermittelnder Gene auch bei dem klinischen Problem der „Multidrug 

resistance“ eine Rolle.  
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Die Resistenzentwicklung der KG-1a Zellen durch PBA-Behandlung war in den hier gezeig-

ten Zellviabilitäts-Tests, MTS-Assay und Trypanblau-Färbung, entweder gar nicht zu beob-

achten oder deutlich geringer ausgeprägt als in den Apoptose-Messungen. Dies liegt vermut-

lich an den wachstumshemmenden Effekten, die PBA auf Tumorzellen ausübt bei gleichzeiti-

ger geringer Zytotoxizität von PBA. In der Trypanblau-Färbung werden die Zellen mit 

intakter Zellmembran gezählt, der MTS-Assay misst die Dehydrogenase-Aktivität viabler 

Zellen. Somit korrelieren diese beiden Methoden mit der absoluten Anzahl intakter bzw. 

stoffwechselaktiver Zellen und erfassen damit im Gegensatz zu den Apoptose-Assays auch 

die von PBA hervorgerufene Wachstumshemmung. 

Über den zeitlichen Verlauf der induzierten Expression von ABC-Transportern und der damit 

verbundenen Resistenz nach Entzug des HDACi ist bisher nicht viel bekannt. Mickley et al. 

zeigten, dass die vermehrte Pgp-Exprimierung nach Entfernung von Natriumbutyrat eine 

Halbwertszeit von etwa 24 Stunden aufweist und nach ca. 96 Stunden fast vollständig abge-

klungen ist (Mickley et al. 1989). In der Arbeit von Eyal et al. war die Pgp-Funktion bereits 

72 Stunden nach Entzug des HDACi Valproinsäure auf dem Niveau, das vor Zugabe des 

HDACi ermittelt wurde (Eyal et al. 2006). Wie sich eine induzierte Resistenz nach Entnahme 

des HDACi aus dem Medium der Zellen entwickelt, wurde nicht untersucht. Dieser Fragestel-

lung wurde in der vorliegenden Arbeit nachgegangen. In den hier vorgestellten Ergebnissen 

ist ein Rückgang der von PBA hervorgerufenen Resistenz gegenüber 3 von 4 untersuchten 

Substanzen bereits 24 bis 48 Stunden nach Entzug von PBA zu beobachten, der sich in den 

darauffolgenden Tagen noch verstärkt. Diese Resultate legen nahe, dass die von PBA 

induzierte Resistenz innerhalb weniger Tage funktionell reversibel ist. Lediglich die 

Sensibilität der Zellen gegenüber 5-FU, dem einzigen hier untersuchten MRP8- bzw. MRP5-

Substrat, blieb weitgehend von dem PBA-Entzug unbeeinflusst. 

 

4.2.2 Zelllinie CMK 

Die in der vorliegenden Arbeit präsentierten Ergebnisse zeigen, dass eine Behandlung mit 

PBA auch CMK Zellen eine verstärkte Resistenz gegenüber mindestens 4 der 12 untersuchten 

Chemotherapeutika verleiht. Bezüglich einer von PBA verursachten Sensibilitätsminderung 

der CMK Zellen gegenüber den anderen verwendeten Substanzen ergaben die 3 verschiede-

nen Methoden zur Apoptose-Messung keine einheitlichen Resultate. Im TUNEL-Assay war 

häufiger eine vermehrte Resistenz festzustellen, die in den beiden anderen Verfahren zumeist 

nicht bestätigt werden konnte. Welche Ursachen diesen Beobachtungen zugrunde liegen, 

bleibt unklar. Das Resistenzmuster, das PBA in CMK Zellen erzeugte, stimmte nicht eindeu-
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tig mit den Substratprofilen der ABC-Transporter, die in diesen Zellen induziert wurden, 

überein. Während beispielsweise die Zytotoxizität mancher Pgp-Substrate durch PBA-Be-

handlung abnahm, wurde die apoptotische Wirkung anderer Pgp-Substrate durch Zugabe von 

PBA verstärkt. In der akuten megakaryozytären Leukämie-Zelllinie CMK scheinen unter dem 

Einfluss von PBA also andere, v.a. proapoptotische Mechanismen die Aktivitäten der ABC-

Transporter und der Cytidindeaminase zu überlagern. Ein Hinweis dafür ist die im Vergleich 

mit KG-1a Zellen größere Sensibilität der CMK Zellen gegenüber der Zytotoxizität von PBA 

bei gleichzeitiger stärkerer intrinsischer Resistenz gegenüber den anderen untersuchten Sub-

stanzen. 

 

4.2.3 Strategien zur Bewältigung der sog. „Multidrug 

resistance“ 

Aufgrund der enormen klinischen Relevanz der „Multidrug resistance“ werden bereits seit 

über 30 Jahren intensiv Möglichkeiten erforscht, diese Resistenz zu überwinden. Bisher aller-

dings blieben klinisch einsetzbare Lösungen aus. Einige moderne Ansätze zur Bewältigung 

der „Multidrug resistance“ sind im Folgenden aufgeführt: 

Weiterhin Gegenstand aktueller Forschung sind trotz der bisher fehlenden durchschlagenden 

klinischen Erfolge der Vorgängersubstanzen neue Pgp-Inhibitoren mit geringeren pharmako-

kinetischen Wechselwirkungen, die bei den früheren Generationen dieser Substanzen häufig 

zu toxischen Nebenwirkungen aufgrund von Plasmaspiegelerhöhungen der Chemotherapeu-

tika führten (Szakács et al. 2006). Zudem werden derzeit auch monoklonale Antikörper gegen 

Pgp und Verfahren zur selektiven transkriptionellen Repression des MDR1-Gens, z.B. RNA-

Interferenz oder Ribozym-Technologie, untersucht (Lage 2008). In präklinischen Experimen-

ten wurden diese Methoden bereits erfolgreich eingesetzt, wobei monoklonale Antikörper 

entweder unkonjugiert als Pgp-Inhibitoren oder auch mit Toxinen konjugiert als Immunotoxin 

Verwendung fanden (Szakács et al. 2006). Ein weiterer Ansatz, die „Multidrug resistance“ zu 

umgehen, ist die pharmakologische Modifikation von Chemotherapeutika, um deren Er-

kennung und Efflux durch ABC-Transporter zu verhindern bzw. zu verringern (Lampidis et 

al. 1997). Darüber hinaus könnte die Beobachtung, dass Zellen, die gegen bestimmte 

Substanzen resistent sind oder gar eine „Multidrug resistance“ aufweisen, eine paradoxe bzw. 

kollaterale Hypersensibilität gegenüber verschiedenen anderen Chemotherapeutika zeigen, in 

der Klinik genutzt werden. Eine Untersuchung konnte eine solche kollaterale Hypersensibili-

tät bei Lymphozyten von chemotherapeutisch behandelten Patienten mit chronischer lympha-

tischer Leukämie nachweisen (Bosanquet und Bell 1996). 
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Mittels Transfektion hämatopoetischer Knochenmarkszellen mit dem MDR1-Gen könnte 

außerdem die Knochenmarkstoxizität der Chemotherapie vermindert und dadurch ggf. höhere 

Dosen an Zytostatika angewendet werden. Eine Transplantation von so transfizierten Kno-

chenmarkszellen konnte bei Mäusen bereits erfolgreich durchgeführt werden (Licht et al. 

2000). 

 

   

5 Zusammenfassung und Aus-

blick 

 
Die Inhibition von Histondeacetylasen ist ein vielversprechender therapeutischer Ansatz in 

der Behandlung von Malignomen. Dabei richtet sich das Interesse der Forschung zunehmend 

auf die Kombination von Histondeacetylase-Inhibitoren und anderen Medikamenten; denn 

Vieles deutet darauf hin, dass der therapeutische Nutzen solcher Kombinationen den der Ein-

zelsubstanzen deutlich übersteigen kann (Glaser 2007). Ein Großteil der Substanzen, die in 

Kombination mit HDACi untersucht werden (konventionelle Chemotherapeutika, zielgerich-

tete Medikamente und DNA-Methyltransferase-Inhibitoren) sind Substrate von ABC-Trans-

portern, deren Überexpression Malignomen sog. „Multidrug resistance“ verleihen kann. In der 

vorliegenden Arbeit wird anhand semiquantitativer PCR sowie mehrere Apoptose- und Zyto-

toxizitäts-Assays gezeigt, dass die Behandlung von Leukämiezellen mit dem HDACi 

Natriumphenylbutyrat die Induktion der Genexpression von verschiedenen ABC-Transportern 

(BCRP/ABCG2, MRP8, MRP5, P-Glykoprotein/MDR1) sowie der Cytidindeaminase, einem 

Enzym, das Nukleosidanaloga inaktiviert, zur Folge haben und den Zellen eine pleiotrope Re-

sistenz gegen eine Vielzahl konventioneller Chemotherapeutika vermitteln kann. Aufgrund 

dieser Ergebnisse und anderer Publikationen, die von antagonistischen Interaktionen von 

HDACi mit Chemotherapeutika berichten, ist bei der Planung künftiger klinischer Studien mit 

Kombinationen von HDACi und Nukleosidanaloga bzw. Substraten bestimmter ABC-Trans-

porter besondere Vorsicht geboten. Weitere Untersuchungen zur Modulation der Expression 

von ABC-Transportern und Enzymen, die Nukleosidanaloga verstoffwechseln, durch HDACi 

in primären Tumorzellen verschiedener Entitäten und Beachtung der geeigneten Reihenfolge 

der Medikamentenapplikation sollten die Sicherheit und den Erfolg von Kombinationschemo-

therapien mit HDACi gewährleisten. 
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In Zusammenhang mit Chemoresistenz beschriebene ABC -Transporter, ihre 
Substrate und Lokalisation im menschlichen Körper 
 

Name und 
Synonyme  

Substrate/Resistenzprofil 
Organ Referen-

zena Chemotherapeutika andere 

ABCB1, 

MDR 1, 

PGP, 

Doxorubicin, Daunorubicin, Epi-
rubicin, Actinomycin D, Bisan-
tren, Mitoxantron, Vincristin, Vin-
blastin, Vinorelbin, Paclitaxel, 
Docetaxel, Etoposid, Teniposid, 
Irinotecan, SN-38 (zytotoxischer 
Metabolit von Irinotecan), 
Topotecan, Methotrexat, Imatinib 
(STI 571), Romidepsin (FK228) 

neutrale und kationische organi-
sche Verbindungen: Colchicin, 
Atorvastatin, Celiprolol, Digoxin, 
Digitoxin, Losartan, Amprenavir, 
Saquinavir, Erythromycin, Levo-
floxacin, Ivermectin, Cimetidin, 
Lansoprazol, Amitriptylin, Dom-
peridon, Loperamid, Ondansetron, 
Vecuronium, Methylprednisolon, 
Dexamethason, Morphin, Pheny-
toin, Tacrolimus, u.v.m. 

Gastrointesti-
naltrakt, Leber, 
Niere, Plazenta, 
Blut-Hirn-
Schranke, Lun-
ge, Blut-Hoden-
Schranke, adul-
te Stammzellen, 
bestimmte reife 
Zellen des Im-
munsystems 

1–3, 12, 
26, 40, 41 

ABCB2, 
TAP 1 

Mitoxantron 
(als Heterodimer zusammen mit 
TAP2) 

Peptide zur HLA-Klasse-I-Anti-
genpräsentation (als Heterodimer 
zusammen mit TAP2) 

alle Organe 35, 36 

ABCB3, 
TAP 2 

Mitoxantron 
(als Heterodimer zusammen mit 
TAP1) 

Peptide zur HLA-Klasse-I-Anti-
genpräsentation (als Heterodimer 
zusammen mit TAP1) 

alle Organe 35, 36 

ABCB4, 

MDR 3 

Daunorubicin, Vinblastin, 
Paclitaxel 

Phosphatidylcholin, Cholesterol, 
Digoxin, Ivermectin 

Leber 1, 2, 14, 
15 

ABCB5 

Doxorubicin, (Camptothecin ?, 5-
Fluoruracil ?) 

Rhodamin 123 Melanozyten, 
Zellen des reti-
nalen Pigment-
epithels 

35, 37, 38 

ABCB6, 
MTABC 3 

(Camptothecin ?, Cisplatin ?) Porphyrine, z.B. Pheophorbid a, 
(Arsenik ?) 

Erythrozyten 35, 39 

ABCB11, 
SPGP, 
BSEP 

Vinblastin, (Paclitaxel ?) Konjugierte und unkonjugierte 
Gallensäuren, Pravastatin 

Leber 1, 2, 29, 
30 

 
a (1) Gottesman et al. 2002; (2) Szakács et al. 2006; (3) Zhou 2008; (12) Dietrich et al. 2003; (14) Smith et al. 
2000; (15) Morita et al. 2007; (26) Bessho et al. 2009; (29) Lecureur et al. 2000; (30) Stieger et al. 2007; (35) 
Lage 2008; (36) Lage et al. 2001; (37) Frank et al. 2005; (38) La Porta 2008; (39) Paterson et al. 2007; (40) 
Haslam et al. 2008; (41) Glaser 2007 

7 Anhang 
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In Zusammenhang mit Chemoresistenz beschriebene ABC -Transporter, ihre 
Substrate und Lokalisation im menschlichen Körper 
 

Name und 
Synonyme  

Substrate/Resistenzprofil 
Organ  

Referen-
zena Chemotherapeutika andere 

ABCG2, 
BCRP, 
MXR, 
ABCP 

Doxorubicin*, Daunorubicin*, 
Epirubicin*, Bisantren, Mitoxan-
tron, Etoposid, Teniposid, Irino-
tecan, SN-38, Topotecan, 
Diflomotecan, Methotrexat+, 
Methotrexat -di+- und trigluta-
mat+, Imatinib (STI 571), Flavopi-
ridol, Gefitinib, Erlotinib, Cladri-
bin, Clofarabin, Fludarabin, 6-
Mercaptopurin, Raltitrexed, (6-
Thioguanin ?, Gemcitabin ?, 5-
Fluoruracil ?) 

Sulfatierte Östrogene, Flavonoide, 
Riboflavin, Triglutamat, Protopor-
phyrin IX, Pheophorbid a, cGMP, 
Prazosin, Zidovudin, Lamivudin, 
Abacavir, Nelfinavir, PMEA, Pyri-
methamin*, Sulfasalazin, Cipro-
floxacin, Nitrofurantoin, Dipyrid-
amol, Leflunomid, Olmesartan, 
Pitavastatin, Glibenclamid, u.v.m. 

Gastroinestinal-
trakt, Leber, 
Niere, Plazenta, 
Brustdrüse, 
Blut-Hirn-
Schranke, Lun-
ge, Prostata, 
Endothel von 
Venen und 
Kapillaren 

1, 2, 4–10, 
16 

ABCC 1, 

MRP1 

Doxorubicin, Daunorubicin, Epi-
rubicin, Mitoxantron,Vincristin, 
Vinblastin, Etoposid, Irinotecan, 
SN-38, Methotrexat, Imatinib, 
Cyclophosphamid, Arsenik, 
Romidepsin (FK228) 

glukuronidierte und sulfatierte or-
ganische Anionen, z.B. glukuro-
nidierte/sulfatierte Östrogene, kon-
jugiertes und unkonjugiertes Bili-
rubin, Glutathion, Leukotrien C4, 
Colchicin, Saquinavir, Ritonavir, 
Difloxacin, Grepafloxacin, u.v.m. 

alle Organe 1, 2, 11, 
16, 34, 43 

ABCC 2, 

MRP2, 
cMOAT 

Doxorubicin, Epirubicin, Vincris-
tin, Vinblastin, Mitoxantron, Pac-
litaxel, Docetaxel, Etoposid, Irino-
tecan, SN-38, Topotecan, 
Methotrexat, Cisplatin, Arsenik 

organische Anionen (v.a. mit Glu-
tathion/Sulfat/Glukuronat konju-
gierte lipophile Substanzen), Glu-
tathion, glukuronidierte/sulfatierte 
Östrogene, sulfatierte Gallen-
säuren, Bilirubin-Glukuronide, 
Cholezystokinin, Cysteinyl-Leuko-
triene, Saquinavir, Ceftriaxon, 
Grepafloxacin, Rifampicin, GSH-
Chlorambucil, GSH-Ethacrynsäu-
re, Pravastatin, Temocapril, Diclo-
fenac, Acetaminophen, u.v.m. 

Leber, Niere, 
Gastroinestinal-
trakt, Gehirn, 
Bronchi, Pla-
zenta 

1, 2, 11–
13, 16 

ABCC 3, 

MRP3 

Etoposid, Teniposid, Methotrexat, 
(Vincristin ?) 

Glukuronat- und Glutathion-Kon-
jugate, z.B. glukuronidierte Östro-
gene, Bilirubin-Glukuronide, Leu-
kotrien C4, Gallensäuren, Mor-
phin-Glukuronide, konjugiertes 
Acetaminophen, u.v.m. 

Leber, Niere, 
Pankreas, Milz, 
Nebenniere, 
Gastrointesti-
naltrakt, Plazen-
ta, Tonsillen 

1, 2, 16, 
17 

 
a (1) Gottesman et al. 2002; (2) Szakács et al. 2006; (4) Krishnamurthy und Schuetz 2006; (5) Bram et al. 
2006; (6) Robey et al. 2007; (7) de Wolf et al. 2008; (8) Cusatis und Sparreboom 2008;  (9) Yuan et al. 2008; 
(10) Yuan et al. 2009; (11) Seo et al. 2007; (12) Dietrich et al. 2003; (13) Nies und Keppler 2007; (16) Grad-
hand und Kim 2008; (17) Borst et al. 2007; (34) Zhou et al. 2008; (43) Xiao et al. 2005 
 
*diese Substanzen können nur von mutiertem ABCG2 transportiert werden (Glycin oder Threonin anstelle von 
Arginin an Position 482 des ABCG2-Proteins) 
 

+Methotrexat kann nur von Wildtyp-Protein (mit Arginin an Position 482) transportiert werden 
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In Zusammenhang mit Chemoresistenz beschriebene ABC -Transporter, ihre 
Substrate und Lokalisation im menschlichen Körper 
 

Name und 
Synonyme  

Substrate/Resistenzprofil 
Organ  

Referen-
zena Chemotherapeutika andere 

ABCC 4, 

MRP 4 

Irinotecan, SN-38, Topotecan, 
Rubitecan, Methotrexat, 6-
Mercaptopurin, 6-Thioguanin, 
Cladribin, Cyclophosphamid, 
Ifosfamid, (Vincristin ?) 

cAMP, cGMP, organische Ani-
onen, Gallensäuren, glukuronidier-
te Östrogene, Dehydroepiandro-
steron-Sulfat, Harnsäure, Folsäure, 
Leucovorin, Prostaglandine, Zido-
vudin, Abacavir, PMEA, Adefovir 
dipivoxil, Ganciclovir, p-Amino-
hippursäure, Resveratrol, Hydro-
chlorothiazid, Furosemid, u.v.m. 

Leber, Niere, 
Pankreas, Gas-
trointestinal-
trakt, Blut-Hirn-
Schranke, Lun-
ge, Ovar, Ho-
den, Prostata, 
Lymphozyten, 
Thrombozyten 

1, 2, 16–
20, 34 

ABCC 5, 

MRP 5 

Methotrexat, Methotrexat-diglu-
tamat, Pemetrexed, Raltitrexed,  
6-Mercaptopurin, 6-Thioguanin, 
5-Fluoruracil, Cladribin, (Cispla-
tin ?, Oxaliplatin ?, Cytarabin ?, 
Gemcitabin ?) 

cAMP, cGMP, organische Anio-
nen, Folsäure, Zidovudin, Abaca-
vir, Alaninyl-d4TMP, PMEA, 
Adefovir dipivoxil, Quercetin, 
Resveratrol, Cadmiumchlorid, Ka-
liumantimonyltartrat 

Leber, Blut-
Hirn-Schranke, 
Gehirn, Herz, 
Muskeln, Blut-
gefäße, Uroge-
nitaltrakt, Pla-
zenta 

1, 2, 16, 
17, 21–23, 
34 

ABCC 6, 
MRP 6 

Doxorubicin, Daunorubicin, Acti-
nomycin D, Etoposid, Teniposid, 
Cisplatin 

Glutathion-Konjugate von N-
Ethylmaleimid und Dinitrophenol, 
Leukotrien C4, BQ123 (= Endo-
thelin-Rezeptorantagonist) 

Leber, Niere, 
Gastrointesti-
naltrakt, Pan-
kreas, Gehirn, 
Lunge, Haut, 
Gefäße, Herz, 
u.v.m. 

1, 2, 24, 
25 

ABCC 10, 

MRP 7 

Vincristin, Vinblastin, Vinorelbin, 
Paclitaxel, Docetaxel, Cytarabin, 
Gemcitabin, 5-Azacytidin, Epo-
thilon B 

Glukuronidierte Östrogene, Leuko-
trien C4, PMEA, Zalcitabin (= 
ddC) 

Pankreas, Le-
ber, Niere, Lun-
ge, Milz, Gas-
trointestinal-
trakt, Gehirn, 
Plazenta, Ovar, 
Hoden, Prosta-
ta, Kolon, Herz, 
Muskeln, Leu-
kozyten, u.v.m. 

23, 26, 27 

ABCC 11, 

MRP 8 

Methotrexat, 5-Fluoruracil, 
Cytarabin 

cAMP, cGMP, glukuronidierte/ 
sulfatierte Östrogene, Dehydroepi-
androsteron-Sulfat, Gallensäuren, 
S-(2,4-dinitrophenyl)-GSH, Fol-
säure, Leukotrien C4, PMEA, Zal-
citabin (= ddC) 

Leber, zentrales 
und peripheres 
Nervensystem, 
Plazenta, Brust-
drüse, Hoden, 
u.v.m. 

23, 28, 42 

ABCA 2 
Estramustin, Mitoxantron Sphingolipide Gehirn, Mono-

zyten 
1, 2, 31 

ABCA 3 

Daunorubicin, Doxorubicin, Mito-
xantron, Vincristin, Etoposid, 
Cytarabin 

Surfactant-Lipide (Phosphatidyl-
cholin, Phosphatidylglycerol) 
 

Lunge, Gehirn, 
Schilddrüse, 
Hoden 

31, 32, 33 

 
a (1) Gottesman et al. 2002; (2) Szakács et al. 2006; (16) Gradhand und Kim 2008; (17) Borst et al. 2007; (18) 
Leggas et al. 2004; (19) Tian et al. 2005; (20) Tian et al. 2006; (21) Oguri et al. 2006; (22) Hagmann et al. 
2009; (23) Kruh et al. 2007; (24) Belinsky et al. 2002; (25) Beck et al. 2005; (26) Bessho et al. 2009; (27) 
Hopper-Borge et al. 2009; (28) Toyoda et al. 2008; (31) Kim et al. 2008a; (32) Steinbach et al. 2006; (33) 
Chapuy et al. 2008; (34) Zhou et al. 2008; (42) Guo et al. 2009 
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