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Z u s a m m e nf a s s u n g 	

	 I	

Z u s a m m e nf a s s u n g 	

Hi st o n d e a c et yl a s e n	 ( H D A C s)	 si n d	 ei n e	  G r u p p e	 v o n	  E n z y m e n	 ( Kl a s s e	 I -I V ),	 di e	 a n	
v e r s c hi e d e n e n	 z ell ul ä r e n	 P r o z e s s e n	  w i e	  Diff e r e n zi e r u n g,	 A p o pt o s e	 u n d	 P r olif e r ati o n	
b et eili gt	 si n d.	 I n	 u nt e r s c hi e dli c h e m	  M a ß e	  wi r k e n	 di e	 v e r s c hi e d e n e n	  E n z y m e	
t u m o rw a c h st u m s -f ö r d e r n d	 o d e r	 -h e m m e n d.	 D a	 H D A C s	i n	 T u m o r z ell e n	 h ä ufi g	 f e hl r e g uli e rt	
si n d,	 st ell e n	 si e	 ei n	 vi el v e r s p r e c h e n d e s	 Zi el	f ü r	 di e	 T u m o rt h e r a pi e	 d a r.	 Di e	 m ei st e n	 H D A C -
I n hi bit o r e n	 ( H D A Cis )	 si n d	 j e d o c h	 P a n -I n hi bit o r e n	 u n d	 h a b e n	 d e n	  N a c ht eil	 ei n e s	 b r eit e n	
N e b e n wi r k u n g s s p e kt r u m s.	 S i e	k ö n n e n 	d u r c h	 di e	 H e m m u n g	 ei n e r	 Vi el z a hl	 v o n	 I s o e n z y m e n	
ni c ht	 n u r	 i n	 p ot e nti ell	 t u m o rf ö r d e r n d e ,	 s o n d e r n	 a u c h	 i n	 t u m o r h e m m e n d e	  M e c h a ni s m e n	
ei n g r eif e n.	 D a h e r	 k ö n nt e n	  H D A Ci s 	 mit	 h ö h e r e r	 S el e kti vit ät	 b e s s e r	 f ü r	 di e	  T u m o rt h e r a pi e	
g e ei g n et	 s ei n.	 Di e s e	 Di s s e rt ati o n	 s ollt e	 d a z u	 b eit r a g e n,	 ei n	 o pti m al e s	 H D A C -I n hi biti o n s p r ofil	
f ü r	 di e	 B e h a n dl u n g	 d e s	 U r ot h el k a r zi n o m s	 ( U C )	 z u	 d efi ni e r e n.	I n	U r ot h el k a r zi n o m -Z ellli ni e n	
( U C C s)	  w u r d e 	 i n	 v o r a u s g e g a n g e n e n	 St u di e n	 ei n e	 v e r mi n d e rt e	  m R N A-	 u n d	
P r ot ei n e x p r e s si o n	 v o n 	 H D A C 4	 ( Kl a s s e	 II a )	 i m	  V e r gl ei c h	 z u	 b e ni g n e n	 U r ot h el z ell e n	
n a c h g e wi e s e n .	 D e sh al b	 s ollt e	 mit	 Hilf e	 s el e kti v e r	 Kl a s s e	 II a	 H D A C is 	u nt e r s u c ht 	w e r d e n,	 o b	
di e s e 	 ü b e r h a u pt	 ei n e	  Wi r k u n g	 a uf	  T u m o r z ell e n	 a u s ü b e n	 u n d	 s o mit 	 ei n e	 I n hi biti o n 	 d e r	
Kl a s s e	II a	 H D A C s 	i n	 d e r	T h e r a pi e	 v o n	 H a r n bl a s e n k a r zi n o m e n	 si n n v oll	i st.	 	
Mitt el s	 d e r	 H D A Ci s 	 1 9 e,	 1 9 h,	 1 9i,	 L M K 1 6 3	 u n d	 L M K 2 1 4	 w u r d e	 ei n e	 p h a r m a k ol o gi s c h e	
I n hi biti o n	 a n	 d e n	  U C-Z elll i ni e n	 s o wi e	 a n	 ni c ht -m ali g n e n 	 K o nt r oll z ell e n	 d u r c h g ef ü h rt.	
Z ell ul ä r e	  Eff e kt e	 d e r	 I n hi biti o n	 w u r d e n	  mitt el s	  A n al y s e n	 d e r	 Vit alit ät,	  Kl o n o g e nit ät	 u n d	
S e n e s z e n z	 u nt e r s u c ht.	  A u s wi r k u n g e n	 a uf	 d e n	 Z ell z y kl u s	  w u r d e n	 a n h a n d	 v o n	
fl u o r e s z e n z m a r ki e rt e r	  D u r c hfl u s s z yt o m et ri e	 (F A C S ),	 n u kl e ä r e	  V e r ä n d e r u n g e n	  mitt el s	
z yt o c h e mi s c h e r	 F ä r b u n g	 ( D A PI)	 d et e kti e rt.	 Di e	 m R N A -	u n d	 P r ot ei n -E x p r e s si o n	 s p e zifi s c h e r	
M a r k e r	 d e r	 Kl a s s e	II a 	H D A C s	 w u r d e n	 mit	 Hilf e	 v o n	 q u a ntit ati v e r	 R e alti m e -P C R	 u n d	 W e st e r n	
Bl ot s	 b e sti m mt. 	
D e r 	 H D A Ci 	 1 9i	 h e m mt e	 di e	 P r olif e r at i o n	 d e r	  U C C s	 b e r eit s	 i m	 ni e d ri g e n	
K o n z e nt r ati o n s b e r ei c h	 (I C 5 0 	 0, 9 7 -1, 0 3	 µ M )	 st a r k	 u n d	 i n d u zi e rt e	 t eil w ei s e	 A p o pt o s e ;	 di e	
a n d e r e n	  H D A Ci s 	 wi r kt e n	 b ei	 et w a s	 h ö h e r e n	  K o n z e nt r ati o n e n.	  Di e	 I C 5 0 -W e rt e	 u n d	 d a s	
b i ol o gi s c h e	 Wi r k s p e kt r u m	 v o n	 1 9i	 ä h n elt e n	 d e m	 d e s	 P a n-I n hi bit o r	 V o ri n o st at	 ( S A H A ).	 Di e	
D u r c hfl u s s z yt o m et ri e	 e r g a b	 ei n e	 St ö r u n g	i m	 Z ell z y kl u s v e rl a uf 	mit	 ei n e r	 e r h ö ht e n	 A n z a hl	 a n	
Z ell e n	 i n	 d e r	  G 2 / M -P h a s e.	  Gl ei c h z eiti g	  w u r d e n	  mit	 a n st ei g e n d e n	 1 9i -K o n z e nt r ati o n e n	
v e r m e h rt	  Mi c r o n u kl ei	 d et e kti e rt.	  Di e	 F ä hi g k eit	 z u r	  K ol o ni e bil d u n g	  w u r d e	 v e r mi n d e rt.	  Di e	
m R N A -E x p r e s si o n	 v o n	  T h y mi d yl at -S y nt h a s e	 u n d	  H D A C 7	  w a r	 n a c h	  B e h a n dl u n g	 i n	 al l e n	
U C C s 	v e r ri n g e rt,	 di e	 v o n	 p 2 1 CI P 1 	st a r k	 e r h ö ht.	 Di e	 E x p r e s si o n	 v o n	 H D A C 4 	m R N A 	s ti e g	 n a c h	

B e h a n dl u n g	l ei c ht,	 di e	 v o n	 H D A C 5	 st a r k	 a n.	 Di e	 A c et y li e r u n g	 v o n	 Hi st o n	 H 3	 u n d	 H 4	 s o wi e	α -
T u b uli n	 n a h m	 k o n z e nt r ati o n s a b h ä n gi g	 z u,	 e b e n s o	 di e	 S p alt u n g	 v o n	 P A R P. 	 Ei n e	
Ü b e r e x p r e s si o n	 v o n	 H D A C 4	f ü h rt e	i n	 st a bil	t r a n s d u zi e rt e n	 V M -C U B 1	 U C C	i m	 u n b e h a n d el t e n	
Z u st a n d	 z u	 ei n e r	 v e r mi n d e rt e n	 P r olif e r ati o n sf ä hi g k eit.	 	
Di e	 z ell ul ä r e n	  Eff e kt e	 v o n 	 1 9i	 e nt s p r e c h e n	 i m	 hi e r	 v e r w e n d et e n	  K o n z e nt r ati o n s b e r ei c h	
d e n e n	 ei n e r	 Kl a s s e	I	I n hi biti o n.	I n	 ei n e m	 G r o ßt eil	 d e r	 V e r s u c h e	 w a r	 di e	 m ol e k ul a r e	 Wi r k u n g	
a n	  U C C s 	 st ä r k e r	 al s	 di e	 d e r	  R ef e r e n z s u b st a n z	 S A H A.	  Di e	 u r s p r ü n gli c h	 b e s c h ri e b e n e	
S el e kti vit ät	 v o n 	1 9i	 f ü r	  H D A C 4	 u n d	 5	 k o n nt e	 a n h a n d	 u n s e r e r	  E x p e ri m e nt e	 ni c ht	 b e st äti gt	
w e r d e n.	 E r n e ut e	 i n-vit r o 	A n al y s e n	 z u r	 S p e zifit ät	 d e s	 I n hi bit o r s	 1 9i	 e r g a b e n	 t at s ä c hli c h	 ei n	
z u m	 a n g e n o m m e n	  A u s g a n g s p r ofil	 v e r ä n d e rt e s	  Wi r k s p e kt r u m	  mit	 v o r r a n gi g e r	  A kti vit ät	
g e g e n	 di e	 H D A C	I s of o r m e n	 1,	 2,	 3,	 6	 u n d	 1 0;	 ei n e	 si g nifi k a nt e	 A kti vit ät	 g e g e n	 H D A C 4	 k o n nt e	
ni c ht	 n a c h g e wi e s e n	 w e r d e n.	 D a h e r	i st	 mit	 di e s e m	I n hi bit o r	 ei n e	 A u s s a g e	 z u r	 Si n n h afti g k eit	
d e r	  Kl a s s e 	 II a	 I n hi biti o n	 i n	  U C C s	 f ü r	 ei n	 o pti m al e s	  H D A C-I n hi biti o n s p r ofil	 ni c ht	  m ö gli c h.	
All e r di n g s	 g e b e n	 di e	 v e r mi n d e rt e	  G r u n d e x p r e s si o n	 i n	 vi el e n	  U C C s	 u n d	 di e 	ei n g e s c h r ä n kt e 	
P r olif e r ati o n sf ä hi g k eit	 n a c h	  H D A C 4 -Ü b e r e x p r e s si o n 	G r u n d	 z u r	  A n n a h m e,	 d a s s	  H D A C 4	 d a s	
W a c h st u m	 v o n	  U C C s	 ei n s c h r ä n kt 	u n d	 ei n e	 s el e kti v e	 I n hi biti o n	 s o mit	 k o nt r a p r o d u kti v	 f ü r	
di e	 T u m o rt h e r a pi e	 w ä r e .	 Ei n e	 sel e kti v e	I n hi biti o n	 s ollt e	 d a h e r 	mitt el s	 s el e kti v e r e r	 Kl a s s e	II a	
H D A Ci s 	ü b e r p r üft	 w e r d e n .	



S u m m a r y 	

	 II	

S u m m ar y 	
Hi st o n e	 d e a c et yl a s e s	 ( H D A C s)	 a r e	 a	 g r o u p	 of	 e n z y m e s	 ( cl a s s	I -I V)	w hi c h	 a r e	i n v ol v e d	i n	
a	 n u m b e r	 of	 i m p o rt a nt	 c ell ul a r	 p r o c e s s e s	 s u c h	 a s	 diff e r e nti ati o n,	 a p o pt o si s	 a n d	
p r olif e r ati o n.	 Si n c e	  H D A C s	 a r e	 oft e n	 d y s r e g ul at e d	 i n	 t u m o r	 c ell s 	 t h e y	 a r e 	 p r o mi si n g	
t a r g et s	 f o r	 a nti -c a n c e r	 d r u g s	  w hi c h	 c o ul d	 b e	 u s e d	 f o r	 t h e	 t r e at m e nt	 of	 u r ot h eli al	
c a r ci n o m a	 ( U C). 	H o w e v e r,	 m o st	 H D A C	i n hi bit o r s	 ( H D A Ci s )	 a r e	 p a n	i n hi bit o r s	 a n d	 h a v e	
t h e	 di s a d v a nt a g e	 of	 a	 b r o a d	 s p e ct r u m	 of	 si d e	 eff e ct s	 i n	 c a n c e r	 t h e r a p y.	 F u rt h e r,	 a s	
i n di vi du al	 H D A C s	 m a y	 al s o	 p r o m ot e	 a nti n e o pl a sti c	 p r o c e s s e s,	t h e y	 m a y	 b e	 h a m p e r e d	 b y	
t h e	 u s e	 of	  H D A Ci s	 a s	  w ell.	 T h e r ef o r e,	 i n hi biti o n	 of	 i n di vi d u al	 e n z y m e s	 c o ul d	 b e	  m o r e	
effi c a ci o u s. 	T h e	 ai m	 of	t hi s	 st u d y	 w a s	 t o	 h el p	 d efi ni n g	 a n	 o pti m al	 H D A C	i n hi biti o n	 p r ofil e	
f o r	 t h e	 t r e at m e nt	 of	 u r ot h eli al	 c a r ci n o m a	 ( U C).	 I n	 p r e vi o u s	  w o r k 	 w e	 o b s e r v e d	
di mi ni s h e d	  m R N A -	 a n d	 p r ot ei n	 H D A C 4	 e x p r e s si o n	 i n	 s o m e	 u r ot h eli al	 c a r ci n o m a	 c ell	
li n e s	 ( U C C s)	 c o m p a r e d	 t o	 n o r m al	 u r ot h eli al	 c ell s.	 H e n c e,	 w e	 i n v e sti g at e d	 n o v el	 H D A Ci s	
wit h	 p r e s u m e d	 p r ef e r e nti al	 a cti vit y	 a g ai n st	 H D A C 4 / 5	 t o	 d et e r mi n e 	w h et h e r 	t h e y	 e x e rt	
a n y	 eff e ct	 o n	 t u m o r	 c ell s	 a n d	 t h u s 	 i n hi biti o n	 of	 cl a s s	 II a	 H D A C s	 i s	 u s ef ul	 o r	
c o u nt e r p r o d u cti v e	i n	t h e	t h e r a p y	 of	 bl a d d e r	 c a n c e r. 	
W e 	u s e d	 n o v el	 H D A Ci s	 1 9 e,	 1 9 h,	 1 9i ,	L M K 1 6 3	 a n d	 L M K 2 1 4	 o n 	U C	 c ell	li n e s	 wit h	 b a s al	
e x p r e s si o n	 of	 H D A C 4,	 H D A C 4	 o v e r e x p r e s si n g	 U C	 c ell	li n e s	 a n d	 b e ni g n	 c o nt r ol	 c ell s.	 U C	
c ell	 li n e s	 o v e r e x p r e s si n g	  H D A C 4	  w e r e	 e st a bli s h e d	 b y	 l e nti vi r al	 t r a n s d u cti o n.	 I C 5 0 s	 f o r	
H D A Ci	 w e r e	 d et e r mi n e d	 b y	 M T T	 a s s a y.	 C ell ul a r	 eff e ct s	 w e r e	 a n al y z e d	 b y	 c ol o n y	f o r mi n g	
a s s a y,	 c a s p a s e -3 / 7	 a s s a y,	 s e n e s c e n c e	 a s s a y	 a n d	i m m u n ofl u o r e s c e n c e	 st ai ni n g.	 C ell	 c y cl e	
eff e ct s	  w e r e	 a s s e s s e d	 b y	 fl o w	 c yt o m et r y .	  M ol e c ul a r	 c h a n g e s	  w e r e	 f oll o w e d	 b y	
q u a ntit ati v e	 r e al -ti m e	 P C R	 a n d	  W e st e r n	 bl ot s.	  T r e at m e nt	  wit h	 cl a s s	 I	  H D A Ci	 S A H A	
s e r v e d	 a s	 a	 c o nt r ol. 	
1 9i	 si g nifi c a ntl y	 r e d u c e d	 p r olif e r ati o n	 of	 all	  U C	 c ell	 li n e s	 at	 l o w	  mi c r o m ol a r	
c o n c e nt r ati o n s	 (I C 5 0 	0, 9 7 -1, 0 3	 µ M);	t h e	 ot h e r	 H D A Ci s	 w e r e	l e s s	 effi c a ci o u s.	 C o nt r ol	li n e s	
w e r e	 si mil a rl y	 o r	 l e s s	 s e n siti v e.	  T h e	 I C 5 0 	 v al u e s	 a n d	 bi ol o gi c al	 s p e ct r u m	 of	 1 9i	  w e r e	
si mil a r	 t o	 t h o s e	 of	 t h e	 p a n	 i n hi bit o r	 v o ri n o st at	 ( S A H A).	  At	 1	 o r	 2	 µ M,	 1 9i	 r e v e al e d	 a	
di s r u pti o n	i n	 c ell	 c y cl e	 p r o g r e s si o n 	wit h	 a n	 i n c r e a s e d	 n u m b e r	 of	 c ell s	i n	G 2 / M -f r a cti o n,	
i n hi bit e d	 cl o n o g e ni c	 g r o wt h,	 i n d u c e d	 c a s p a s e	 a cti vit y,	 di st u r b e d	  mit o si s	 a n d	 eli cit e d	
a p o pt o si s,	 mi c r o n u cl ei	 a n d	 s e n e s c e n c e	i n	 s o m e	 c ell s.	 T h y mi d yl at e	 s y nt h a s e	 e x p r e s si o n	
w a s	 di mi ni s h e d,	 p 2 1 CI P 1 	 w a s	 i n d u c e d;	 gl o b al	 hi st o n e	 a c et yl ati o n	 a n d	 α -t u b uli n	
a c et yl ati o n	 i n c r e a s e d	 i n	 a	 c o n c e nt r ati o n -d e p e n d e nt	  m a n n e r,	 a s	 di d	 t h e	 cl e a v a g e	 of	
P A R P.	I n	 m o st	 c ell	li n e s,	 1 9i	i n d u c e d	 H D A C 4	 a n d	 H D A C 5 	m R N A s	 w hil e	 r at h e r	 r e p r e s si n g	
H D A C 7.	  V M -C U B 1	 c ell	 li n e s	 o v e r e x p r e s si n g	  H D A C 4	 p r olif e r at e d	  m o r e	 sl o wl y	 a n d	  w e r e	
n ot	 si g nifi c a ntl y	l e s s	 s e n siti v e	t o	 1 9i.	 	
O u r	 d at a	 s u g g e st	 t h at 	a nti -n e o p l a sti c	 eff e ct s	 of	 1 9i	 o n	  U C Cs	 a p p e a r	 t o	 b e	 e x e rt e d	 b y	
t a r g eti n g	 cl a s s	 I	  H D A C s.	  H o w e v e r,	 t r e at m e nt	  wit h	 1 9i	 r e s ult e d	 i n	 st r o n g e r	 c ell ul a r	
eff e ct s	 t h a n	 t r e at m e nt	  wit h	 S A H A.	  T h e	 p r e s u m e d	 p r ef e r e nti al	 a cti vit y	 a g ai n st	 cl a s s	 II a 	
H D A C 4	 a n d	 5	 c o ul d	 n ot	 b e	 c o nfi r m e d	 b y	 o u r	 e x p e ri m e nt s.	 R e e v al u ati o n	 of 	i n	 vit r o	H D A C	
i s o e n z y m e	 a cti vit y	 i n hi biti o n	 p r ofil e	 of	 1 9i	 a n d	 it s	 do c ki n g	 t o	  H D A C 4 	 u si n g	 c u r r e nt	
a s s a y s	 r e v e al e d	 a	 s u p e ri o r	 a cti vit y	 of	 1 9i	 a g ai n st	 t h e	 H D A C	i s of o r m s	 1,	 2,	 3,	 6	 a n d	 1 0;	 a	
si g nifi c a nt	 a cti vit y	 a g ai n st	  H D A C 4	 c o ul d	 n ot	 b e	 d et e ct e d.	  T h e r ef o r e,	 a	 c o n cl u si o n	
c o n c e r ni n g	 t h e	 u s e	 of	 cl a s s	 II a 	H D A Ci s	f o r	 t h e	 t r e at m e nt	 of	 U C	i s	 n ot	 p o s si bl e	 wit h	 1 9i.	
H o w e v e r,	 t h e	 r e d u c e d	 b a s al	 e x p r e s si o n	 l e v el s	 of	  H D A C 4	 i n	  U C C s	 a n d	 t h e	 d e c r e a s e d	
p r olif e r ati v e	 c a p a cit y	 of	  H D A C 4	 o v e r e x p r e s si n g 	c ell s	 s u g g e st	 t h at	  H D A C 4	  m a y	 i m p e d e	
U C	 g r o wt h.	 A	 cl a s s	 II a	i n hi biti o n	 s h o ul d	 t h u s	 b e	 e x a mi n e d	 wit h	 m o r e	 s e l e cti v e	 cl a s s	 II a	
i n hi bito r s .	
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P T C H 1 	 P at c h e d	 1 	

P T E N 	 P h os p h at as e	 a n d	t e nsi n	

h o m ol o g 	

P V D F 	 P ol y vi n ylfl u o ri d 	

	

	

	

R a s / R af / 	

M A P -

Ki n a s e 	

R at	s a r c o m a	 / r a pi dl y	 	

a c c el e r at e d	fi b r os a r c o m a / 	

mit o g e n -a cti v at e d	 p r ot ei n	

Ki n as e 	

R B 1 	 R eti n o bl ast o m -P r ot ei n	 1 	

R N A 	 Ri b o n u kl ei ns ä u r e 	

R p d 3 	 H ist o n e	 d e a c et yl as e	 R P D 3	
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si R N A 	 S m all	i nt e rf e ri n g	 R N A 	

SI R T 	 Si rt ui n e 	
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d e c a p e nt a pl e gi c	 h o m ol o g	 3 	
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B R G 1 	
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r eti n oi c	 a ci d 	
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a cti v at o r	 of	
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S T R 	 S h o rt	t a n d e m	 r e p e ats 	

S U M O 	 S m all	 u bi q uiti n -li k e	

m o difi e r 	

T B P 	 T A T A	 b o x	 bi n di n g	 p r ot ei n 	

T E R T -

N H U C 	

h T E R T -i m m o rt alis e d	

N o r m al	 h u m a n	 u r ot h eli al	

c ells 	

T F M O 	 T rifl u o r m et h yl o x a di a z ol 	

T G F -β 	 T r a nsf o r mi n g	 g r o wt h	

fa ct o r	 b et a 	

T N M 	 T u m o r	 n o d e	 m et ast asis 	

T P 5 3 /	 p 5 3 	 T u m o r	 p r ot ei n	 p 5 3 	

T R 2 	 T esti c ul a r	 r e c e pt o r	 2 	

T S 	 T h y mi d yl at -S y nt h as e 	

T S A 	 T ri c h ost ati n	 A 	

T S C 1 	 T u b e r o us	s cl e r osis	 1 	
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U r ot h el k a r zi n o m	 d e r	
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UI C C 	 U ni o n	 i nt e r n ati o n al e	 c o nt r e	

l e	 c a n c e r	

U P 	 U r o e pit h eli al e	

P ri m ä r k ult u r 	

U T X / K D M
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5 3 -B P 1 	 p 5 3 -bi n di n g	 p r ot ei n	 1 	
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1  Ei nl eit u n g 	

1. 1  D a s	 Ur ot h el k ar zi n o m 	

1. 1. 1  D efi niti o n,	 E pi d e mi ol o gi e	 u n d	 Kl a s sifi k ati o n 	

D a s	 m e h r s c hi c hti g e	 Ü b e r g a n g s g e w e b e	 d e s	 a bl eit e n d e n	 H a r nt r a kt e s	 ( U r ot h el)	 s et zt	 si c h	

a u s 	 B a s al -,	 Z wi s c h e n-	 u n d	  D e c k z ell s c hi c ht e n 	 z u s a m m e n	 u n d	 kl ei d et	 di e	 a bl eit e n d e n	

H a r n w e g e,	 b e st e h e n d	 a u s	  Ni e r e n k el c h e n	 u n d	 -b e c k e n,	  H a r nl eit e r,	  H a r n bl a s e	 u n d	 d e m	

A nf a n g	 d e r	  H a r n r ö h r e,	 a u s.	 E s	 k a n n	 si c h	 g r o ß e n	  V ol u m e n ä n d e r u n g e n	 d e r	  H a r n bl a s e	

a n p a s s e n	 u n d	 s c h üt zt	 d u r c h	 s ei n e 	 B a r ri e r e -F u n kti o n	 v o r	 u n k o nt r olli e rt e m	

St off a u st a u s c h	 z wi s c h e n	  U ri n	 u n d	 i nt e r stiti ell e r	 Fl ü s si g k eit	 ( A c h a r y a	 et	 al.,	 2 0 0 4;	

W el s c h,	 2 0 1 0) .	 F a st	 all e	  m ali g n e n	 E nt a rt u n g e n	 i m	  H a r nt r a kt	 g e h e n	 v o m	 u r ot h eli al e n	

G e w e b e	 a u s	 u n d	 si n d	 al s	  U r ot h el k a r zi n o m e	 ( U C)	 a m	 h ä ufi g st e n	 i n	 d e r	 H a r n bl a s e	

l o k ali si e rt	 ( 90 	bi s	 9 5 	%).	 N e o pl a sti s c h e	 V e r ä n d e r u n g e n	 k o m m e n	j e d o c h	 a u c h	i m	 o b e r e n	

H a r nt r a kt	  mit	  Ni e r e n b e c k e n k el c h s y st e m	 u n d	  H a r nl eit e r	 ( 5	 bi s	 1 0 %)	 s o wi e	 d e r	

H a r n r ö h r e	 ( 1 %)	 v o r	 ( B r o w n	 et	 al.,	 2 0 1 2;	 Ni e d w o r o k	 et	 al.,	 2 0 1 4;	 R ü b b e n,	 2 0 0 9) .	 Ei n e n	

w e s e ntli c h	 g e ri n g e r e n	 A nt eil	 d e r	 m ali g n e n	 T u m o r e n	 st ell e n	 di e	 Pl att e n e pit h el k a r zi n o m e	

( 2	 bi s	 3%)	 u n d 	di e	 A d e n o k a r zi n o m e	 ( 2%)	 d a r	 (J o c h a m	 et	 al.,	 2 0 0 7;	 R ü b b e n,	 2 0 0 9 ).	

W elt w eit	i st	 d a s	 U C 	di e	 n e u nt h ä ufi g st e	 m ali g n e	 T u m o r e r k r a n k u n g,	 mit	 d e m	 h ä ufi g st e n	

A uft r et e n	 i n	  W e st e u r o p a,	  N o r d a m e ri k a	 u n d	  A u st r ali e n	 ( E bl e	 J. N.,	 2 0 0 4;	 F e rl a y	 et	 al.,	

2 0 1 5) .	 Di e	 I n zi d e n z	 b et r ä gt	 5, 3 / 1 0 0. 0 0 0	 P e r s o n e n.	 W ä h r e n d	 M ä n n e r	i m	 V e r gl ei c h	 d r ei	

bi s	 vi e r	  M al	 h ä ufi g e r	 b et r off e n	 si n d,	  w ei s e n	 F r a u e n	 h ä ufi g e r	 ei n	 f o rt g e s c h ritt e n e s	

E r k r a n k u n g s st a di u m	 u n d	 ei n e	 g e ri n g e r e	  Ü b e rl e b e n s r at e	 a uf.	 I n	 E u r o p a	 b et r ä gt	 di e	

I n zi d e n z	 5, 2 / 1 0 0. 0 0 0	 P e r s o n e n	 d e s	  m ä n nli c h e n	 u n d	 1, 1 / 1 0 0. 0 0 0	 P e r s o n e n	 d e s	

w ei bli c h e n	 G e s c hl e c ht s	 ( F aj k o vi c	 et	 al.,	 2 0 1 1;	 F e rl a y	 et	 al.,	 2 0 1 5) .	 D a s	 E r k r a n k u ng s ri si k o	

ni m mt	 d a b ei	 mit	 st ei g e n d e m	 L e b e n s alt e r	 z u	 ( R ü b b e n,	 2 0 0 9) .		

B e d e ut e n d e	 e x o g e n e	  Ri si k of a kt o r e n	 f ü r	 di e	 E nt st e h u n g	 d e s	  U C s 	 st ell e n	 n e b e n	 d e r	

I n h al ati o n	 v o n	  T a b a k r a u c h	 a u c h	 di e	 E x p o siti o n	 g e g e n ü b e r	 b e sti m mt e n	 C h e mi k ali e n	

( p ol y z y kli s c h e	 a r o m ati s c h e	  K o hl e n w a s s e r st off e	 u n d	 a r o m ati s c h e	  A mi n o v e r bi n d u n g e n	

wi e	 β -N a p ht h yl a mi n	 u n d	  B e n zi di n,	  A r s e n	 i m	  T ri n k w a s s e r),	 s o wi e	 di e	 Ei n n a h m e	 v o n	

M e di k a m e nt e n	  wi e	 C y cl o p h o s p h a mi d,	 P h e n a c eti n	 o d e r	  A ri st ol o c hi a s ä u r e	 (i n	

H eil k r ä ut e r mi s c h u n g e n)	 d a r	 ( B u r g e r	 et	 al.,	 2 0 1 3;	  D o b r u c h	 et	 al.,	 2 0 1 6;	  R e ul e n	 et	 al.,	

2 0 0 8) .	 E b e nf all s	 st ellt	 di e	 c h r o ni s c h e	 E nt z ü n d u n g	 d e r	  H a r n bl a s e	 ei n e n	 ei g e n st ä n di g e n	

Ri si k of a kt o r	 d a r,	 g e n eti s c h e	 F a kt o r e n	 i m	 Si n n e	 ei n e r	 f a mili ä r e n	  Di s p o siti o n 	 s pi el e n	
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hi n g e g e n	 k a u m	 ei n e	 R oll e	 ( Hi d d e m a n n	 et	 al.,	 2 0 1 0) .	J e d o c h	 b e ei nfl u s s e n	 ei n e	 R ei h e	 v o n	

P ol y m o r p hi s m e n	 i n	  G e n e n	 d e s	 F r e m d st off m et a b oli s m u s,	 d e r	 Z ell z y kl u s -	 u n d	

C h e c k p oi nt r e g ul ati o n	 d a s	 K r a n k h eit s ri si k o	 ( G ol k a	 et	 al.,	 2 0 1 1;	 L u k a s	 et	 al.,	 2 0 1 7) .			

Di e	 kli ni s c h e n	 S y m pt o m e	 si n d	 a b h ä n gi g	 v o n	 d e r	 L o k ali s ati o n 	 u n d	 d e m	  A u s m a ß	 d e s	

T u m o r s.	 I m	 f r ü h e n	 St a di u m	  wi r d	 d a s	  H a r n bl a s e n k a r zi n o m	 b e s o n d e r s	 d u r c h	

s c h m e r zl o s e	  Mi k r o -	 o d e r	  M a k r o h ä m at u ri e n	 ( 8 5 %)	 s o wi e	  D y s u ri e	 u n d	 P oll a ki s u ri e	

a uff älli g	 ( E bl e	 et	 al.,	 2 0 0 4) .	 E r st	 i m	 s p ät e r e n	 St a di u m	 d o mi ni e r e n	 u n s p e zifi s c h e	

k ö r p e rli c h e	  B e s c h w e r d e n	 i n	 F o r m	 v o n	 Fl a n k e n -	u n d	  R ü c k e n s c h m e r z e n	 (J o c h a m	 et	 al.,	

2 0 0 7) .		

N a c h	 d e r	  UI C C	 ( U ni o n	 i nt e r n ati o n al	 c o nt r e	 l e	 c a n c e r ;	 dt.	 I nt e r n ati o n al e	  V e r ei ni g u n g	

g e g e n	  K r e b s)	  wi r d	 d a s	  U C 	 i n	  T N M-St a di e n	 ( st a gi n g)	 ei n g et eilt.	  D a b ei	  w e r d e n	

e nt s c h ei d e n d e	  T u m o r m e r k m al e	  wi e	 di e	  A u s d e h n u n g	 d e s	 P ri m ä rt u m o r s	 ( T),	 d e r	

L y m p h k n ot e n b ef all	 ( N)	 u n d	 d e r	  M et a st a si e r u n g s g r a d	 ( M)	 b e r ü c k si c hti gt 	 ( B ri e rl e y,	

2 0 1 7) .	A n h a n d	 di e s e r	  Kl a s sifi k ati o n	 k a n n	 ei n e	  U nt e rt eil u n g	 i n	 ni c ht -i n v a si v e	 p a pill ä r e	

T u m o r e	 ( p T a 	u n d	 p T 1 )	 u nd	 i n v a si v e	  T u m o r e	 ( p T 2 	bi s	 p T 4)	 s o wi e	 C a r ci n o m a	 i n	 sit u	

( Ti s)	 g et r off e n	 w e r d e n	 (T a b.	 9 . 1	i m	 A n h a n g).	A n h a n d 	d e r	 alt e n	 W H O -Kl a s sifi k ati o n	 v o n	

1 9 7 3	 e rf ol gt 	 di e	 Ei nt eil u n g	 i n	 d r ei	  Diff e r e n zi e r u n g s g r a d e	 ( g r a di n g ).	  D u r c h	 di e	

B e u rt eil u n g	 d e s	  A b w ei c h u n g s g r a d e s	 d e s	 P ri m ä rt u m o r s	 v o m	  N o r m al g e w e b e	  wi r d	 ei n e	

U nt e rt eil u n g	 i n	  G 1	 ( g ut 	 diff e r e n zi e rt),	  G 2	 ( m ä ßi g	 diff e r e n zi e rt)	 u n d	  G 3	 ( g e ri n g 	

diff e r e n zi e rt)	 v o r g e n o m m e n .	 D a s	G r a di n g 	e rl a u bt	 ei n e	 g ut e	 Ei n s c h ät z u n g	 d e r	 m ali g n e n	

P ot e n z	 u n d	 d e r	 d a r a u s	 r e s ulti e r e n d e n	 t h e r a p e uti s c h e n	 St r at e gi e n.	  D a	 vi el e	 kli ni s c h e	

E m pf e hl u n g e n	 u n d	 St u di e n	 a uf	 di e s e r	  Kl a s sifi k ati o n	 b e r u h e n,	  wi r d	 si e	 h e ut e	 n o c h	 z u r	

hi st o p at h ol o gi s c h e n	  B e u rt eil u n g	 h e r a n g e z o g e n	 (J o c h a m	 et	 al.,	 2 0 0 7) .	  N a c h	 d e r	  W H O-

Kl a s sifi k ati o n	 v o n	 2 0 0 4	  w e r d e n	 s o w o hl	 b ei	 ni c hti n v a si v e n	 p a pill ä r e n	  U C	 al s	 a u c h	

i n v a si v e n	  U C	 l o w-g r a d e	 ( L G P U C)	 v o n	 h i g h-g r a d e	 ( H G P U C)	 L ä si o n e n	 u nt e r s c hi e d e n	

( B a bj u k	 et	 al.,	 2 0 1 3;	 E bl e	 et	 al.,	 2 0 0 4;	 R ü b b e n,	 2 0 0 9) .	Di e s e	 Ei nt eil u n g	 w u r d e	 mit	 ei ni g e n	

M o difi k ati o n e n	 a u c h	 i n	 d e r	 a kt u ell e n	  W H O -Kl a s sifi k ati o n	 v o n	 2 0 1 6	 ü b e r n o m m e n	

( H u m p h r e y	 et	 al.,	 2 0 1 6) .	Di e	 l o w-g r a d e 	T u m o r e	 z ei g e n	 ei n e	 h o h e	  Diff e r e n zi e r u n g	  mit	

g e ri n g e r	  M o rt alit ät s r at e,	 a b e r	 h o h e r	  R e zi di v r at e.	 Hi g h -g r a d e 	 T u m o r e	 z ei c h n e n	 si c h	

d u r c h	 e r h ö ht e	 g e n eti s c h e	 I n st a bilit ät	 a u s;	 p a pill ä r e	 hi g h -g r a d e 	U C	 w ei s e n	 ei n e	 e r h ö ht e	

P r o g r e s si o n s r at e	 hi n	 z u	 i n v a si v e r e n	 St a di e n	 a uf	 ( Hi d d e m a n n	 et	 al.,	 2 0 1 0;	 S c h ul z	 et	 al.,	

2 0 1 5) .	
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1. 1. 2  V erl a uf,	 Pr o g n o s e	 u n d	 T h er a pi e 	

F ü r	 ei n e	 o pti m al e	  B e h a n dl u n g s st r at e gi e	 u n d	 di e	 p r o g n o sti s c h e	  V e rl a uf s ei n s c h ät z u n g	

wi r d	 d a s	  H a r n bl a s e n k a r zi n o m	 hi st o p at h ol o gi s c h	 i n	 ni c ht -m u s k eli n v a si v e	 ( p T a,	 p Ti s,	

p T 1)	 u n d	 m u s k eli n v a si v e	 K a r zi n o m e	 ( T 2	 bi s	 T 4)	 u nt e rt eilt .	 B ei	 de r	 E r st di a g n o s e	li e g e n	

z u	 7 0 -8 0 %	 ni c ht -m u s k eli n v a si v e	 K a r zi n o m e	 v o r,	 di e	 mit	 ei n e r 	5 -J a h r e s-Ü b e rl e b e n s r at e	

v o n	 7 0 %	( p T 1)	 bi s	 9 5 %	( p T a)	 ei n e	 g ut e	 P r o g n o s e	 h a b e n.	 D a s	 Ri si k o	 ei n e r	 P r o g r e s si o n	i n	

ei n	 m u s k eli n v a si v e s	 St a di u m	i st	 a b h ä n gi g	 v o n	 St a di u m	 u n d 	G r a di n g	 u n d	li e gt	 z wi s c h e n	

5 %	 b ei	 p T a	 l o w-g r a d e	 T u m o r e n	 u n d	 bi s	 z u	 5 0 %	 b ei	 p Ti s -	 u n d	 p T 1 -T u m o r e n	

( Hi d d e m a n n	 et	 al.,	 2 0 1 0;	 J o c h a m	 et	 al.,	 2 0 0 7) .	  Di e	  R e zi di v r at e	 i n n e r h al b	 ei n e s	 J a h r e s	

n a c h	t r a n s u r et h r al e r	 R e s e kti o n	 li e gt	j e d o c h	 z wi s c h e n	 4 0	 u n d	 8 0%	 ( S h ell e y	 et	 al.,	 2 0 0 1) ,	

w e s h al b	 r e g el m ä ßi g e	 z y st o s k o pi s c h e	  N a c h s o r g e n	 i n di zi e rt	 si n d.	  Di e	 P r o g n o s e	 d e r	

v e r bl ei b e n d e n	 1 5 -3 0	 %	 m u s k eli n v a si v e n	 T u m o r e n	 o d e r	 b e r eit s	 m et a st a si e rt e r	 L ä si o n e n	

i st	 d e utli c h	 u n g ü n sti g e r.	 Mit	 st ei g e n d e m	 p T-St a di u m	 ni m mt	 di e	 5 -J a h r e s-Ü b e rl e b e n s r at e	

n a c h	 r a di k al e r	 Z y st e kt o mi e	 a b	 ( p T 2	 6 4 -7 6 %;	 p T 3	 2 0 -3 6 %;	 p T 4	 6 -2 5 %).	 Ei n	 z u s ät zli c h e r	

L y m p h k n ot e n b ef all	 v e r s c hl e c ht e rt	 di e	 P r o g n o s e	 w eit e r.	  D a s	  M et a st a si e r u n g s ri si k o	

k o r r eli e rt	 e b e nf all s	 p o siti v	 mit	 d e m	 T u m o r st a di u m	 ( Hi d d e m a n n	 et	 al.,	 2 0 1 0;	J o c h a m	 et	

al.,	 2 0 0 7) .		

B ei	 ni c ht -m u s k eli n v a si v e n	 U C 	st e ht	 di e	 o r g a n e r h alt e n d e	t r a n s u r et h r al e	 R e s e kti o n	( T U R)	

i m	  V o r d e r g r u n d.	  U m	 di e	  R e zi di v-	 u n d	 P r o g r e s si o n s r at e n	 z u	 v e r ri n g e r n,	 k a n n	 ei n e	

F r ü hi n still ati o n	  mit	  Mit o m y ci n	 C	 v o r g e n o m m e n	  w e r d e n.	 W eit e r e	 t h e r a p e uti s c h e	

O pti o n e n	 si n d	 ei n e	 l ä n g e rf ri sti g e	 a dj u v a nt e 	 I n still ati o n st h e r a pi e	  mit	 v e r s c hi e d e n e n	

C h e m ot h e r a p e uti k a	 o d e r	 B C G	 ( B a cill u s	 C al m ett e -G u e ri n) .	 I n s b e s o n d e r e	 k a n n	 di e	

P r o g r e s si o n s r at e	 ei n e s	 C a r ci n o m a	i n	 sit u	 ( p Ti s)	 d u r c h	 di e	i nt r a v e si k al e	 I n still ati o n	 v o n	

B C G	 d e utli c h	 v e r ri n g e rt	  w e r d e n 	 ( B a bj u k	 et	 al.,	 2 0 1 7;	 L eitli ni e n p r o g r a m m	  O n k ol o gi e	

( D e ut s c h e	  K r e b s g e s ell s c h aft,	 2 0 1 6) .	  B ei	 d e n	  m u s k eli n v a si v e n,	 ni c ht	  m et a st a si e rt e n	  U C	

gilt	 di e	 r a di k al e	 Z y st e kt o mi e	 al s	 St a n d a r dt h e r a pi e 	( Alf r e d	  Witj e s	 et	 al.,	 2 0 1 7) .	 J e	 n a c h	

l o k al e r	  T u m o r sit u ati o n	  w e r d e n	 z u s ät zli c h	 z u r	  H a r n bl a s e	 u n d	 d e n	 l o k o r e gi o n ä r e n	

L y m p h k n ot e n	 b ei m	  M a n n	 di e	 P r o st at a	 u n d	 S a m e n bl a s e,	 b ei	 d e r	 F r a u	 Ut e r u s,	  A d n e x e n,	

v o r d e r e	 S c h ei d e n w a n d	 u n d	  H a r n r ö h r e	 e ntf e r nt.	  B ei m	  A uft r et e n 	 v o n	 F e r n m et a st a s e n,	

di e	 si c h	i n n e r h al b	 v o n	 2	J a h r e n	 b ei	 d e r	 H älft e	 d e r	 z y st e kt o mi e rt e n	 P ati e nt e n	 a u s bil d e n,	

v e r st e r b e n	 f a st	 all e	 P ati e nt e n	 i n n e r h al b	 v o n	 2	 J a h r e n	 ( m e di a n e	  Ü b e rl e b e n s z eit:	 1 4	

M o n at e).	 Di e	 E r stli ni e nt h e r a pi e	 n a c h	 M et a st a si e r u n g	 b e st e ht	 a u s	 ei n e r	 K o m bi n ati o n	 v o n	

G e m cit a bi n	 u n d	 Ci s pl ati n	 ( G C -S c h e m a)	 o d e r	 ei n e r	 P ol y c h e m ot h e r a pi e	 ( M V A C -S c h e m a)	
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mit	 M et h ot r e x at,	 Vi n bl a sti n,	 Ci s pl ati n	 u n d	 D o x o r u bi ci n	 (J o c h a m	 et	 al.,	 2 0 0 7;	 Ni e d w o r o k	

et	 al.,	 2 0 1 4) .	  Di e s e	 C h e m ot h e r a pi e n	 k ö n n e n	 a u c h	 n e o a dj u v a nt	 o d e r	 a dj u v a nt	  mit	

si g nifi k a nt e m,	 a b e r	  m o d e r at e m	  N ut z e n	 ei n g e s et zt	  w e r d e n.	  A uf	  G r u n d	 d e r	 b e g r e n zt e n	

Eff e kti vit ät	 d e r	 v e rf ü g b a r e n	  T h e r a pi e n	 f ü r	  m u s k eli n v a si v e	 u n d	  m et a st a si e rt e	  U C	 si n d	

j e d o c h	 n e u e	 T h e r a pi e o pti o n e n	 v o n	 N öt e n,	 u m	 di e	 Ü b e rl e b e n s r at e	 u n d	 P r o g n o s e	 di e s e r	

P ati e nt e n	 z u	 v e r b e s s e r n. 		

1. 1. 3  M ol e k ul ar e	 T u m or g e n e s e	 u n d	 Pr o gr e s si o n 	

Di e	 p h ä n ot y pi s c h e n	 U nt e r s c hi e d e	 z wi s c h e n	 d e n	 v e r s c hi e d e n e n	 F o r m e n	 d e s	 U C	 s pi e g el n	

si c h	 i n	 d e n	  m ol e k ul a r e n	  V e r ä n d e r u n g e n	  wi d e r.	  Di e	 f r ü h e n,	 ni c ht	  m u s k el -i n v a si v e n	

L ä si o n e n	 si n d	 d u r c h	 z w ei	 u nt e r s c hi e dli c h e	 E nt st e h u n g s w e g e	 c h a r a kt e ri si e rt,	 a u s	 d e n e n	

ei n e r s eit s	 p a pill ä r e,	 o b e rfl ä c hli c h e	 l o w-g r a d e 	 p T a	  T u m o r e n	 h e r v o r g e h e n ,	 di e	 si c h	 i m	

w eit e r e n	  V e rl a uf	 z u	 hi g h -g r a d e 	 T u m o r e n	 e nt wi c k el n	 k ö n n e n 	 ( C a still o-M a rti n	 et	 al.,	

2 0 1 0) .	  D a b ei	 e nt st e h e n	 p T a	  T u m o r e n	 a u s	 h y pe r pl a sti s c h e n	  V o rl ä uf e rl ä si o n e n.	

D y s pl a sti s c h e	 L ä si o n e n	 f ü h r e n	 hi n g e g e n	 ü b e r	 di e	 E nt st e h u n g	 ei n e s	 hi g h -g r a d e	

C a r ci n o m a 	i n	 sit u	( Ti s)	 z u	 m u s k eli n v a si v e n	 T u m o r e n	( K n o wl e s,	 2 0 0 8;	 S c h ul z,	 2 0 0 6) .	 D e r	

m ol e k ul a r e	 E nt st e h u n g s w e g	 d e r	 p a pill ä r e n	 l o w-g r a d e 	 T u m o r e n	 i st	 g e p r ä gt	 d u r c h	

a kti vi e r e n d e	 ( g ai n -of -f u n cti o n)	  M ut ati o n e n	 d e r	  O n k o g e n e	 F G F R 3,	  H R A S 	 u n d	 PI K 3 C A 	

s o wi e	  D el eti o n e n	 v o n	 C h r o m o s o m	 9,	 s o wi e	  m ut m a ßli c h	 d u r c h	 I n a kti vi e r u n g	 d e r	

T u m o r s u p p r e s s o r e n	 P T C H 1,	 D B C 1 	u n d	 T S C 1 	( S c h ul z	 et	 al.,	 2 0 1 5).	 Di e s e	 V e r ä n d e r u n g e n	

f ü h r e n	 z u	 ei n e r	  A ktivi e r u n g	 d e r	 R a s / R af / M A P -Ki n a s e -	 b z w.	 PI 3 K / A kt -Si g n al w e g e ,	

w el c h e	 Zi el g e n e	 f ü r	 di e	 Z ell z y kl u s r e g ul ati o n	 ( C C N D 1 / C y cli n	  D ,	 C D C2 5 A )	  m o d uli e r e n ,	

w o d u r c h	 e s	 z u	 ei n e r	 a n h alt e n d e n	 P r olif e r ati o n	 d e r	 Z ell e n	 k o m mt	 ( Ni e gi s c h	 et	 al.,	 2 0 1 0).	

Di e	  D el eti o n	 v o n	 C D K N 2 A 	 a uf	 C h r o m o s o m	 9 p	 f ü h rt	 z u	 ei n e r	 I n a kti vi e r u n g	 d e r	

T u m o r s u p p r e s s o r p r ot ei n e	 p 1 6 I N K 4 A	 u n d	 p 1 4 A R F ,	 w el c h e	 di e	 R B 1 -	 u n d	 p 5 3 -

K o nt r oll s y st e m e	 r e g uli e r e n	 ( K n o wl e s,	 2 0 0 8).	 I n	 hi g h -g r a d e 	 T u m o r e n	 a uf	 d e m	  Ti s -

E nt st e h u n g s w e g	 a k k u m uli e r e n	 i m	 Z u s a m m e n h a n g	  mit	 d e r	 g e n o mi s c h e n	 I n st a bilit ät	

m ulti pl e	 g e n eti s c h e	  A b e r r ati o n e n	 u n d	 st ö r e n	 Z ell z y kl u s r e g ul ati o n	 u n d	  A p o pt o s e.	

D o mi ni e r e n d e	  V e r ä n d e r u n g e n	 si n d	 i n a kti vi e r e n d e	 ( l oss-of -f u cti o n)	  M ut ati o n e n	 d e r	

T u m o r s u p p r e s s o r g e n e	 R B 1,	 T P 5 3	 u n d 	P T E N 	( C a still o-M a rti n	 et	 al.,	 2 0 1 0) 	( Ni e gi s c h	 et	 al.,	

2 0 1 0;	 S c h ul z,	 2 0 0 6) .	 C h a r a kt e ri sti s c h	 f ü r	 all e	 F o r m e n	 d e s	 U C 	 i st	 di e	  A kti vi e r u n g	 d e r	

T el o m e r a s e,	 v o r	 all e m	 d u r c h	 M ut ati o n e n	i m	 h T E R T 	G e n p r o m ot e r. 		
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1. 2  E pi g e n eti s c h e	 M e c h a ni s m e n 	

Di e	 E pi g e n eti k	 b e s c h äfti gt	 si c h	  mit	 v e r e r b b a r e n	 Ei g e n s c h aft e n	 v o n	 Z ell e n	 o d e r	

O r g a ni s m e n,	 di e	 ni c ht	 a uf	 di e	  V e r ä n d e r u n g	 v o n	  D N A -S e q u e n z e n	 z u r ü c k z uf ü h r e n	 si n d.	

M e c h a ni sti s c h	 b e r u h e n	 s ol c h e	 P h ä n o m e n e	 a uf	 M o difi k a ti o n e n	 d e r	 D N A	 o d e r	 a s s o zii e rt e r	

P r ot ei n e,	 di e	 di e	 A kti vit ät	 v o n	 G e n e n	 r e g uli e r e n.	 E pi g e n eti s c h e	 M o difi k ati o n e n	 u mf a s s e n	

D N A -M et h yli e r u n g,	 V e r ä n d e r u n g	 d e r	 C h r o m ati n st r u kt u r	 d u r c h	  Hi st o n -M o difi k ati o n e n 	

s o wi e	 di e	 p o stt r a n s k ri pti o n ell e	  R e g ul ati o n	 d e r	  G e n e x p r e s si o n	 d u r c h	 ni c ht -k o di e r e n d e	

R N A s 	( H a r b-d e	l a	 R o s a	 et	 al.,	 2 0 1 5;	J e r o ni m o	 et	 al.,	 2 0 1 4) .	 Di e s e	 M e c h a ni s m e n	 si n d	f ü r	

di e	 E nt st e h u n g	 u n d	 P r o g r e s si o n	 v o n	  T u m o r e n	 v o n	 z e nt r al e r	  B e d e ut u n g,	 d a	 si e	

w e s e ntli c h	 di e	 z ell ul ä r e	  Diff e r e n zi e r u n g	 r e g uli e r e n	 (J o n e s	 et	 al.,	 2 0 0 7) .	  A u c h	 i m	  U C	

t r a g e n	 e pi g e n eti s c h e	 V e r ä n d e r u n g e n	 z u r	 P at h o g e n e s e	 b ei	 ( S c h ul z	et	 al.,	 2 0 1 5) .	 Di e	 D N A-

H y p o m et h yli e r u n g,	  w el c h e	 i n	 a n d e r e n	  T u m o r e n	  mit	 d e r	  A kti vi e r u n g	 v o n	  O n k o g e n e n	

u n d	 g e n eti s c h e r	I n st a bilit ät	i n	 V e r bi n d u n g	 g e b r a c ht	 wi r d,	i st	i m	 U C	 st a di e n ü b e r g r eif e n d	

st a r k	 a u s g e p r ä gt	 ( F ei n b e r g	 et	 al.,	 2 0 0 4;	 J e r o ni m o	 et	 al.,	 2 0 1 4;	  Ni e gi s c h	 et	 al.,	 2 0 1 5) .	

E b e nf all s	 si n d	  G e n e	  m uti e rt,	 di e	 f ü r	 hi st o n m o difi zi e r e n d e	 ( U T X / K D M 6 A,	 C R E B B P )	 u n d	

c h r o m ati n r e m o d elli e r e n d e	 ( A RI D 1 A,	 C H D 6,	 S M A R C A 4 )	 e pi g e n eti s c h e	  R e g ul at o r e n	

k o di e r e n.	 Di e s e	 G e n e	 si n d	i m	 U C	 d e utli c h	 h ä ufi g e r	 m uti e rt	 si n d	 al s	 i n	 a n d e r e n	 T u m o r e n	

( C a n c e r	  G e n o m e	  Atl a s	  R e s e a r c h,	 2 0 1 4;	  Ni e gi s c h	 et	 al.,	 2 0 1 5) .	  Di e	 k o r r e kt e	 I nt e r a kti o n	

v o n	  Hi st o n m o difi k ati o n e n	 u n d	 C h r o m ati n r e m o d elli e r u n g	 i st	 n ot w e n di g	 f ü r	 di e	

R e g ul ati o n	 d e r	 G e n a kti vit ät,	 D N A -R e pli k ati o n,	 D N A -R e p a r at u r 	u n d	 D N A -R e k o m bi n ati o n	

s o wi e	 di e 	 Mit o s e. 	 B ei	 d e r	 C h r o m ati n r e m o d el li e r u n g	  wi r d	 d u r c h	 s p e zi ell e	

P r ot ei n k o m pl e x e	 di e	 Z u g ä n gli c h k eit	 d e r	  D N A	 d u r c h	  Ä n d e r u n g e n	 d e r	

N u kl e o s o m e n a n o r d n u n g	 u n d	 d e r	 C h r o m ati n st r u kt u r	 e rl ei c ht e rt,	 s o d a s s	 di e	 D N A	 f ü r	 di e	

T r a n s k ri pt i o n s m a s c hi ne ri e	 z u g ä n gli c h	  wi r d ,	 o d e r	 u m g e k e h rt	 e r s c h w e rt 	 wi r d .	 Al s	

N u kl e o s o m	 wi r d	 d a b ei	 di e	 Ei n h eit	 a u s	 1 4 7	 D N A -B a s e n p a a r e n	 u n d	 ei n e m	 Hi st o n o kt a m e r	

(j e	 z w ei	 P r ot ei n e	  H 2 A,	  H 2 B,	  H 3	 u n d	  H 4)	 b e z ei c h n et,	 u m	 di e	 di e	  D N A	 g e w u n d e n	 i st.	

Z u s a m m e n	 bil d e n	 di e	  N u kl e o s o m e n	 u n d	  w eit e r e	 a n g el a g e rt e	 P r ot ei n k o m pl e x e	 u nt e r	

B et eili g u n g	 b e sti m m t e r	  R N A s	 d a s	 C h r o m ati n	 ( S w y g e rt	 et	 al.,	 2 0 1 4) .	 I m	 Z u g e	 d e r	

Hi st o n m o difi k ati o n	  w e r d e n	 v o r	 all e m	  A mi n o s ä u r e n	 i n	 d e n	  N -t e r mi n al e n	  D o m ä n e n	 d e r	

Hi st o n e	 d u r c h	 s p e zi ell e	 E n z y m e	  m o difi zi e rt	 ( Ni e gi s c h	 et	 al.,	 2 0 1 5) .	  Di e s e	

p o stt r a n s k ri pti o n ell e n	 V e r ä n d e r u n g e n	 u mf a s s e n	 u. a.	 di e	 M et h yli e r u n g	 u n d	 A c et yli e r u n g	

v o n	 L y si n e n	 u n d	 di e	 P h o s p h o r yli e r u n g	 v o n	 S e ri n e n	 o d e r	  T h r e o ni n e n	 ( Z e nt n e r	 et	 al.,	

2 0 1 3) .	  Di e	 b et eili gt e n	 E n z y m e	  w e r d e n	 al s	 Hi st o n a c et ylt r a n sf e r a s e n	 ( H A T s)	 u n d	 -
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d e a c et yl a s e n	 ( H D A C s),	  Hi st o n m et h ylt r a n sf e r a s e n	 ( H M T s)	 u n d	 -d e m et h yl a s e n	 ( H D M s), 	

s o wi e	 Hi st o n ki n a s e n	 u n d	 -p h o s p h at a s e n	 b e z ei c h n et.	 Z u s a m m e n	 mit	 a n d e r e n	 P r ot ei n e n	

e nt s c h ei d e n	 si e	 d a r ü b e r,	 o b	 ei n e	 C h r o m ati n r e gi o n	 f ü r	 di e	  Bi n d u n g	 v o n	

T r a n s k ri pti o n sf a kt o r e n	 z u g ä n gli c h	 i st.	 F e hl r e g ul ati o n e n	 d e r	  Hi st o n m o di fi k ati o n	 h a b e n	

ei n e n	 b e d e ut e n d e n	 Eff e kt	 a uf	 di e	  T r a n s k ri pti o n s r e g ul ati o n	 u n d	 si n d	 b e r eit s	 f ü r	 vi el e	

v e r s c hi e d e n e	 T u m o r e n,	 b e s o n d e r s	 h ä m at ol o gi s c h e	 T u m o r e	 wi e	 M L L	 ( e n gl.	 mi x e d	li n e a g e	

l e u k e mi a)	 u n d	  A M L	 ( e n gl.	 a c ut e	  m y el oi d	 l e u k e mi a ),	 b e s c h ri e b e n	 ( Pl a s s	 et	 al.,	 2 0 1 3).	

F ü h rt	 di e s e	 F e hl r e g ul ati o n	 z u	 ei n e r	 v e r mi n d e rt e n	  A kti vit ät	 v o n	  G e n e n,	 di e	 f ü r	

T u m o r s u p r e s s o r e n	 c o di e r e n,	 k a n n	 di e s	 a u s s c hl a g g e b e n d	f ü r	 di e	 K a r zi n o g e n e s e	 s ei n.	 D a	

e pi g e n eti s c h e	  V e r ä n d e r u n g e n	 j e d o c h	 r e v e r si b el	 si n d,	 bi et e n	 di e	 b et eili gt e n	 E n z y m e	

ei n e n	 A n s at z	f ü r	 di e	 g e zi elt e	 p h a r m a k ol o gi s c h e	I nt e r v e nti o n	 ( Y o o	 et	 al.,	 2 0 0 6 a).	

1. 3  Hi st o n d e a c et yl a s e n 	i n	 d er	 T u m or bi ol o gi e	

1. 3. 1  F u n kti o n	 u n d	 Kl a s sifi k ati o n 	

Di e	 A c et yli e r u n g	 st ellt	 ei n e	 d e r	 a m	 b e st e n	 c h a r a kt e ri si e rt e n	 Hi st o n m o difi k ati o n e n	 d a r.	

Si e	  wi r d	 d u r c h	  H A T s	 u n d	  H D A C s	 k o nt r olli e rt	 ( A b b.	 1 . 1).	  Di e s e	 g r eif e n	 d u r c h	

A c et yli e r u n g	 u n d	 D e a c et yli e r u n g	 v o n	 Hi st o n e n	i n	 d e n	 g e n eti s c h e n	I nf o r m ati o n sfl u s s	 ei n,	

i n d e m	 si e	 di e	 I nt e r a kti o n	 d e r	 n e g ati v	 g el a d e n e n	 D N A	 mit	 d en	 Hi st o n e n	 r e g uli e r e n	 u n d	

ü b e r 	 St r u kt u r ä n d e r u n g 	 d e s	 C h r o m ati n s 	 di e	 Z u g ä n gli c h k eit	 d e r	  D N A	 f ü r	

T r a n s k ri pti o n sf a kt o r e n	 e r m ö gli c h e n	 b z w.	 ei n s c h r ä n k e n.	  D a b ei	 e ntf e r n e n	  H D A C s	 di e	

n e g ati v	 g el a d e n e	 A c et yl g r u p p e	 v o m	 a c et yli e rt e n	 L y si n -R e st,	 s o	 d a s s	 di e	 Bi n d u n g	 a n	 di e	

n e g ati v	 g el a d e n e	  D N A	 a n	  Hi st o n e	 v e r st ä r kt	 u n d	 di e	 I nt e r a kti o n	  mit	 a n d e r e n	 F a kt o r e n	

e r s c h w e rt	  wi r d.	  U m g e k e h rt	 b e wi r k e n	  H A T s	 i n	  V e r bi n d u n g	  mit	  T r a n s k ri pti o n sf a kt o r -

a s s o zii e rt e n	  M ulti p r ot ei n k o m pl e x e n	 ei n e	  A b s c h w ä c h u n g	 d e r	  Hi st o n -D N A -I nt e r a kti o n	

u n d	 b e g ü n sti g e n	 s o mit	 ü b e r	 di e	 E rl ei c ht e r u n g	 d e r 	Bi n d u n g	 v o n	 T r a n s k ri pti o n sf a kt o r e n	

di e	 G e n e x p r e s si o n	 ( M a r m o r st ei n	 et	 al.,	 2 0 1 4;	 Witt	 et	 al.,	 2 0 0 9) .		
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e nt h ält ,	wi e	 di e	 Mit gli e d e r 	d e r	 Kl a s s e	I	 u n d	II ,	ei n e	 Zi n k -a b h ä n gi g e	 k at al yti s c h e	 D o m ä n e.	

A b h ä n gi g	 v o n	 d e r	 z ell ul ä r e n	 L o k ali s ati o n	 (i nt r a n u kl e ä r	 u n d / o d e r	 z yt o pl a s m ati s c h),	 d e r	

St r u kt u r	 u n d	 d e r	 e n z y m ati s c h e n	 A kti vit ät	 ü b e n	 di e	 E n z y m e	 d e r	 v e r s c hi e d e n e n	 Kl a s s e n	

u nt e r s c hi e dli c h e	 F u n kti o n e n	 a u s.	 Di e	 E n z y m e	 d e r	 Kl a s s e	I	 b efi n d e n 	si c h	 n o r m al e r w ei s e	

i m	 Z ell k e r n	 u n d	 k at al y si e rt	 d o rt	 al s	  B e st a n dt eil e	 v o n	  M ulti p r ot ei n k o m pl e x e n	 di e	

D e a c et yli e r u n g	 v o n	  Hi st o n e n	 u n d	 ei n e r	  Vi el z a hl	 v o n	  Ni c ht -Hi st o n -S u b st r at e n	  wi e	

T r a n s k ri pti o n sf a kt o r e n	 ( E 2 F 1,	 S T A T 3, 	 N F κ B), 	 m et a b oli s c h e	 E n z y m e	 ( A M P K)	 u n d	

T u m o r -a s s o zii e rt e	 G e n e	 ( p 5 3,	 R B 1 ).	 H D A C s	 d e r	 Kl a s s e	II	 b efi n d e n	 si c h	 hi n g e g e n	 a u c h	i m	

Z yt o pl a s m a	 u n d	 r e g uli e r e n	 d o rt	 u. a.	 st r u kt u r ell e	 P r ot ei n e	 ( A b s.	 1. 3. 2 ).	 Wi c hti g e	

F u n kti o n e n	 d e r	 Si rt ui n e	 si n d	 di e	 R e g ul ati o n	 d e s	 M e t a b oli s m u s	 u n d	 d e r	 S e n e s z e n z	 ( Z.	 M.	

Li	 et	 al.,	 2 0 1 4;	 Witt	 et	 al.,	 2 0 0 9) .	 E s	 wi r d	 a n ge n o m m e n,	 d a s s	 H D A C s	 d e r	 Kl a s s e	 I	i n	f a st	

all e n	 Z ellt y p e n	 e x p ri mi e rt	  w e r d e n,	  w o hi n g e g e n	 d a s	 E x p r e s si o n s m u st e r	 d e r	  Kl a s s e	 II	

g e w e b e s p e zifi s c h	 i st.	  Di e s	 k ö n nt e	 d a r a uf	 hi n d e ut e n,	 d a s s	 di e	  Kl a s s e	 II	  H D A C s	 i n	

P r o z e s s e	 b ei	 d e r	 z ell ul ä r e n	 Diff e r e n zi e r u n g	 u n d	 E nt wi c kl u n g	i n v ol vi e rt	 si n d	 ( d e	 R uijt e r	

et	 al.,	 2 0 0 3) .	

1. 3. 2  Kl a s s e	II a	 H D A C s 	

1. 3. 2. 1  Ei nt eil u n g,	 Str u kt ur	 u n d	 R e g ul ati o n 	

Di e	 k at al yti s c h e	  D o m ä n e	 d e r	  Kl a s s e	 II	  H D A C s	 e nt s p ri c ht 	d e m	 o rt h ol o g e n	 H d al -P r ot ei n 	

d e r	  H ef e.	  A uf	  G r u n d	 z u s ät zli c h e r	  D o m ä n e n	 i st	 ei n e	  w eit e r e	 Ei nt eil u n g	 i n	  Kl a s s e	 II a	

( H D A C	 4,	 5,	 7	 u n d	 9)	 u n d	 II b	 ( H D A C	 6	 u n d	 1 0)	 m ö gli c h.	 H D A C s	 d e r	 Kl a s s e	 II a	 b e st e h e n	

a u s	 z w ei	 T eil e n,	 ei n e r	 C -t e r mi n al e n	 D e a c et yl a s e-D o m ä n e	 ( H D A C -D o m ä n e)	 u n d	 ei n e r	 N -

t e r mi n al e n	  A d a pt e r-D o m ä n e.	 St r u kt u r ell e	  U nt e r s c hi e d e	 z u r	  Kl a s s e	 I	  H D A C s	 b et r eff e n	

b e s o n d e r s	 di e	  H D A C -D o m ä n e -R e gi o n	 ( Fi n ni n	 et	 al.,	 1 9 9 9).	  Di e	  A d a pt e r-D o m ä n e	 a m	  N -

T e r mi n u s	 e nt h ält	  Bi n d u n g s st ell e n	 f ü r	 ei n e	  Vi el z a hl	 v o n	 i n t e r a gi e r e n d e n,	

g e w e b e s p e zifi s c h e n	 P r ot ei n e n	  wi e	 T r a n s k ri pti o n sf a kt o r e n	 ( M E F 2 ,	  R u n x 2 / 3,	  G A T A 1 / 2,	

F O X P 3, 	 HI F 1 α),	 n u kl e ä r e	  H o r m o n r e z e pt o r e n	 ( T R 2,	 L X R),	 C h r o m ati n p r ot ei n e	 ( H P 1),	

P r ot ei n ki n a s e n	 ( C a M KI /II,	 P K D 1,	 E R K 1 / 2)	 u n d	 P r ot ei n p h o s p h at a s e n	 ( P P 2 A)	 s o wi e	

n u kl e ä r e	 I m p o rt r e z e pt o r e n	 (I m p o rti n	 α).	 F ü r	 vi el e	  T r a n s k ri pti o n sf a kt o r e n	 di e n e n	 di e	

Kl a s s e	 II a	  H D A C s	 al s	  K o -R e p r e s s o r e n	 ( mit	  N -C o R,	 S M R T,	  A R R 1 9)	 ( M a rti n	 et	 al.,	 2 0 0 7).	

D a b ei	 f u n gi e rt	 di e	  D e a c et yl a s e -D o m ä n e	 al s	  G e r ü st	 f ü r	 di e	 I nt e r a kti o n	  mit	

M ulti e n z y m k o m pl e x e n	 ( B ott o ml e y	 et	 al.,	 2 0 0 8;	  Di	  Gi o r gi o	 et	 al.,	 2 0 1 5) .	

I nt e r e s s a nt e r w ei s e	 z ei g e n	 di e	  Kl a s s e	 II a	  H D A C s	 n u r	  mi ni m al e	  D e a c et yl a s e-A kti vit ät	
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g e g e n ü b e r	 a c et yli e rt e n	  Hi st o n e n.	  B e d e ut e n d e r	 i st	 i h r e	 F u n kti o n	 al s	  A d a pt o r e n	 f ü r	

r e p ri mi e r e n d e	  M ulti p r ot ei n k o m pl e x e	 ( P a r r a,	 2 0 1 5).	  H D A C 4	 i nt e r a gi e rt	 b ei s pi el s w ei s e	

ü b e r	 d e n	 K o r e p r e s s o r	  N -C o R / S M R T	  mit	  H D A C 3 	 ( Kla s s e	 I	 E n z y m)	 u n d	 v e rli e rt	 d a b ei	

s ei n e	 e n z y m ati s c h e	  A kti vit ät	 ( Fi s c hl e	 et	 al.,	 2 0 0 2) .	  Ü b e r	 di e	 I nt e r a kti o n	  mit	

M ulti e n z y m k o m pl e x e n	  wi r d	 di e	  D e a c et yli e r u n g s a kti vit ät	 d e r	  Kl a s s e	 II a	  H D A C s	 a uf	

v e r s c hi e d e n e	  K o m pl e x e	 v e r mitt elt.	 Ei n	  B ei s pi el	 i st	 di e	 I nt e r a kti o n	 v o n	  H D A C 4	 u n d	

H D A C 5	  mit	  H et e r o c h r o m ati n	 P r ot ei n	 1	 ( H P 1)	 u n d	 ei n e r	 a s s o zii e rt e n	  Hi st o n -

M et h ylt r a n sf e r a s e	 ( H M T a s e),	 a u s	 d e n e n	 ei n	  K o m pl e x	  mit	  D e a c et yl a s e /	

M et h ylt r a n sf e r a s e -A kti vit ät	 e nt st e ht.	  Di e s e r	 P r o z e s s	 k ö n nt e	 di e	 Stilll e g u n g	 v o n	

P r o m ot o r e n	 b e sti m mt e r	  G e n e	 a uf r e c ht h alt e n	 ( C.	 L.	 Z h a n g,	  M c Ki n s e y,	  &	  Ol s o n,	 2 0 0 2) .	

W e n n	 e r	 a n	  Hi st o n e	 g e b u n d e n	 i st,	 k a n n	 di e s e r	  K o m pl e x	 d u r c h	  D e a c et yli e r u n g	 u n d	 di e	

a n s c hli e ß e n d e	 M et h yli e r u n g	 v o n	 a n g r e n z e n d e n	 n u kl e o s o m al e n	 Hi st o n -E n d e n	 z u	 ei n e m	

r e p r e s si v e n	 C h r o m ati n st at u s	 f ü h r e n.	  W eit e r hi n	 b ei n h alt et	 di e	  A d a pt e r -D o m ä n e	

b e sti m mt e	 B e r ei c h e,	 di e	 di e	 z ell ul ä r e	 L o k ali s ati o n	 d e r	 H D A C -P r ot ei n e	 s el b st	 r e g uli e r e n.	

S e q u e n z e n	  mit	  A r gi ni n / L y si n -R e st e n	 a gi e r e n	 d a b ei	 al s	 a ut o n o m e s,	 n u kl e ä r e s	 I m p o rt -

Si g n a l	 ( M a rti n	 et	 al.,	 2 0 0 7).	  Di e	 s u b z ell ul ä r e	 L o k ali s ati o n	  wi r d	 j e d o c h	 n o c h	 d u r c h	

w eit e r e	  M e c h a ni s m e n	 b e ei nfl u s st.	  Ü b e r	 p o stt r a n sl ati o n al e	  M o difi k ati o n e n	 ( z. B.	

P h o s p h o r yli e r u n g)	 u n d	 di e	  Bi n d u n g	 v e r s c hi e d e n e r	 P r ot ei n e	  wi r d	 d e r	 n u kl e ä r e	 E x p o rt	

r e g uli e rt	 ( A b b.	 1. 2).	 Di e s e r	 M e c h a ni s m u s	 e rl a u bt	 ei n e	 Si g n al -a b h ä n gi g e	 A kti vi e r u n g	 v o n	

Zi el g e n e n.	  D e r	  W e c h s el	 z wi s c h e n	  N u kl e u s	 u n d	 Z yt o pl a s m a	  wi r d	 d a b ei	 d u r c h	 ei n	

n u kl e ä r e s	 L o k ali s ati o n s -Si g n al	 k o nt r olli e rt.	  D a b ei	  m o d uli e r e n	 P r ot ei n ki n a s e n	

z u s a m m e n	 mit	 1 4 -3 -3	 P r ot ei n e n	 di e	 F u n kti o n	 d e r 	N -t e r mi n al e n	 A d a pt e r-D o m ä n e	 ( N L S)	

u n d	 d e r	 C -t e r mi n al e n	 n u kl e ä r e n	 E x p o rt-D o m ä n e	 ( N E S)	 ( M c Ki n s e y	 et	 al.,	 2 0 0 0) .	  Al s	

A nt w o rt	 a uf	 i nt r a -	 u n d	 e xt r a z ell ul ä r e	 Si g n al e	 p h o s p h o r yli e r e n	 b e sti m mt e	  Ki n a s e n	

( C a M K s,	 SI K 1,	 C a r di a c	  Ki n a s e,	  M A R K)	 r e g ul at o ri s c h e	 S e ri n -R e st e	 i n	 d e r	  A d a pt e r -

D o m ä n e,	 s o d a s s	 di e	 H D A C s	 v o n	i h r e m	 Zi el p r o m ot o r	 v e r d r ä n gt	 w e r d e n.	 Ei n e	 A s s o zi ati o n	

mit	 1 4 -3 -3	 P r ot ei n e n	 f ü h rt	 z u	 ei n e m	 C M R 1 -a b h ä n gi g e n	 n u kl e ä r e n	 E x p o rt,	 s o	 d a s s	 di e	

E x p r e s si o n	 d e r	 G e n e	 m ö gli c h	 wi r d.	 Di s s o zi ati o n	 d e r	 1 4 -3 -3	 P r ot ei n e	 u n d	 a n s c hli e ß e n d e	

D e p h o s p h o r yli e r u n g	 d e r	 H D A C s	 d u r c h	 P h o s p h at a s e n	 ( P P 2 A,	 P P 1,	 M Y P T)	 e r m ö gli c ht	 d e n 	

I m p o rti n-v e r mitt elt e n	 I m p o rt	 i n	 d e n	 Z ell k e r n.	  Di e	 E xi st e n z	  m ulti pl e r	  Ki n a s e n 	 u n d	

P h o s p h at a s e n,	 di e	  mit	  H D A C s	 d e r	  Kl a s s e	 II a	 i nt e r a gi e r e n,	 b el e gt 	 d e r e n	 z a hl r ei c h e n,	

bi ol o gi s c h e n	 F u n kti o n e n	 u n d	 i h r e	 Ei n bi n d u n g	 i n	 ei n e	  Vi el z a hl	 u nt e r s c hi e dli c h e r	

Si g n al w e g e	 ( Cl o c c hi atti	 et	 al.,	 2 0 1 1;	 M a rti n	 et	 al.,	 2 0 0 7) .		
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A b bil d u n g	 1 .2 :	R e g ul ati o n	 d e r	 Kl a s s e	II a	 H D A C s 	( M a rti n	 et	 al.,	 2 0 0 7 ) .	

1. 3. 2. 2  F u n kti o n	 u n d	 K o m pl e x e	 d er	 Kl a s s e	II a	 H D A C s	 	

Ei n e	 b e d e ut e n d e	 F u n kti o n	 d e r	  Kl a s s e	 I I a	  H D A C s	 i st	 di e	  R e g ul ati o n	 d e r	  T r a n s k ri pti o n.	

D a b ei	  wi r k e n	 si e	 al s	  K o -R e p r e s s o r e n	 i m	  K o m pl e x	  mit	  D N A -bi n d e n d e n	

T r a n s k ri pti o n sf a kt o r e n	 a uf	 s p e zifi s c h e	 P r o m ot o r e n,	 s o	 d a s s	 di e	  G e n e x p r e s si o n	

u nt e r d r ü c kt	  wi r d.	 Z u	 d e n	 s e h r	 f r ü h 	 i d e ntifi zi e rt e n	  Bi n d u n g s p a rt n e r n	 z ä hl e n	  M E F 2 	

T r a n s k ri pti o n sf a kt o r e n,	 w el c h e	i n	 ei n e	 Vi el z a hl	 v o n	 Si g n al w e g e n	i n v ol vi e rt	 si n d	 ( Bl a c k	

et	 al.,	 1 9 9 8;	 P o n	 et	 al.,	 2 0 1 6) .	  Di e	  M E F 2-a b h ä n gi g e	  T r a n s k ri pti o n	  wi r d	 d u r c h	 di e	

Bi n d u n g	 d e r	  Kl a s s e	 II a	  H D A C s	 u n d	 di e	  A s s o zi ati o n	  mit	  w eit e r e n	  K o -R e p r e s s o r e n	  wi e	

H P 1	 u n d	 Ct B P	 r e p ri mi e rt	 ( M c Ki n s e y	 et	 al.,	 2 0 0 2;	 C.	 L.	 Z h a n g	 et	 al.,	 2 0 0 1) .	  D e n	

Mit gli e d e r n	 d e r	  R u n x -F a mili e	 ( R u n x	 1 -3),	 di e	 a n	 d e r	  R e g ul ati o n	 z a hl r ei c h e r	

E nt wi c kl u n g s p r o z e s s e	 d e r	  H ä m at o p o e s e,	  K n o c h e n bil d u n g	 u n d	 I m m u n z ell -

Diff e r e n zi e r u n g	 b et eili gt	 si n d,	 di e n e n	 di e	 Kl a s s e	II a	 H D A C s	 e b e nf all s	 al s	 K o -R e p r e s s o r e n	

d e r	  T r a n s k ri pti o n	 ( M a rti n	 et	 al.,	 2 0 0 7) .	  V e r m utli c h	 fi n d et	 hi e r b ei	 ei n e	  Bi n d u n g	 ü b e r	

S m a d 3	 u n d	 ei n e	 di r e kt e	 D e a c et yli e r u n g	 v o n	 R u n x 	2	 u n d	 3	 st att	 (Ji n	 et	 al.,	 2 0 0 4;	J.	 S.	 K a n g	

et	 al.,	 2 0 0 5;	  M a rti n	 et	 al.,	 2 0 0 7) .	  Di e s	  w ü r d e	 ei n e	 di r e kt e	  B e hi n d e r u n g	 d e r	  D N A-

Bi n d u n g sf ä hi g k eit	 d u r c h	 di e	  H D A C s	 b e d e ut e n	 ( M a rti n	 et	 al.,	 2 0 0 7) .	  W eit e r e	

T r a n s k ri pti o n sf a kt o r e n,	 di e	 di r e kt	 u n d	 i n di r e kt	 d u r c h	 di e	  Kl a s s e	 II a	  H D A C s	 r e p ri mi e rt	

w e r d e n,	 si n d	  G A T A -	 F a kt o r e n 	 u n d 	 N K -2.	  Di e s e	 si n d	 e b e nf all s	 a n	 d e r	  R e g ul ati o n	 d e r	

z ell ul ä r e n	 Diff e r e n zi e r u n g	 b et eili gt.	 	
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Ei n e	 at y pi s c h e	 F u n kti o n 	st ellt	 di e	 I nt e r a kti o n	  mit	  HI F 1 α	 d a r.	  Di e	  Bi n d u n g	 v o n	  H D A C 4	

u n d	 7	 a n	 d e n	  T r a n s k ri pti o n sf a kt o r,	  w el c h e r	 di e	  R e a kti o n	 d e r	 Z ell e	 a uf	 di e	

S a u e r st off v e r s o r g u n g	 st e u e rt,	 f ü h rt	 z u	 ei n e r	 g e st ei g e rt e n	  T r a n s k ri pti o n s a kti vit ät	 v o n	

HI F 1 α.	 Z u d e m	 k a n n	  H D A C 4	 al s	 S U M O	 Li g a s e	 a gi e r e n	 u n d	 i n	  V e r bi n d u n g	  mit	 d e m	

R e p a r at u rf a kt o r	 5 3 B P 1	 al s	  K o m p o n e nt e	 d e s	  D N A -R e p a r at u r s y st e m s	 f u n gi e r e n	

( G r e g oi r e	 et	 al.,	 2 0 0 5;	 K a o	 et	 al.,	 2 0 0 3) .		

I n	 d e n	l et zt e n	J a h r e n	 w u r d e	 b e o b a c ht et,	 d a s s	 mi c r o R N As 	ei n e	 b e d e ut e n d e	 R oll e	 b ei	 d e r	

T r a n sl ati o n	 d e r	  Kl a s s e	 II a	  H D A C s	 s pi el e n	 u n d	 di e s e	 ü b e r	 F e e d b a c k -M e c h a ni s m e n	 di e	

T r a n s k ri pti o n	 i h r e r	 ei g e n e n,	 r e g uli e r e n d e n	 mi c r o R N A 	 k o nt r olli e r e n	 k ö n n e n.	

I nt e r e s s a nt e r w ei s e	 w ei s e n	 mi c r o R N As ,	 di e	 H D A C s	 d e r	 Kl a s s e	 II a	 al s	 Zi el m ol e k ül	 h a b e n,	

T u m o r -s u p p r e s si v e	 Ei g e n s c h aft e n	 a uf	 u n d	 si n d	i n	 b e sti m mt e n	 T u m o r e n	 r e p ri mi e rt	 ( Di	

Gi o r gi o	 et	 al.,	 2 0 1 6) .		

1. 3. 2. 3  S p e zi ell e	 bi ol o gi s c h e	 F u n kti o n e n	 u n d	 A u s wir k u n g e n	 a uf	 T u m or z ell e n 	

I n	 f a st	 j e d e m	  G e w e b e	 k a n n	 ei n e	  G r u n d e x p r e s si o n	 d e r	  Kl a s s e	 II a	  H D A C s	 d et e kti e rt	

w e r d e n,	  w o b ei	 di e	 E x p r e s si o n s st ä r k e	 s e h r	 st a r k	 v a rii e rt.	  T y pi s c h e r w ei s e	  w e r d e n	 si e	

v e r st ä r kt	 i n	  G e w e b e n	  wi e	  K n o c h e n,	  H e r z -	 u n d	 gl att e r	  M u s k ul at u r	 s o wi e	 Z ell e n	 d e s	

I m m u n-	u n d	 v a s k ul ä r e n	 S y st e m s	 e x p ri mi e rt.	  A u c h	 i n	 v e r s c hi e d e n e n	  T u m o r e n	  w u r d e n	

st a r k e	 Fl u kt u ati o n e n	 d e r	 Kl a s s e	II a	 E x p r e s si o n	 b e o b a c ht et	 ( Cl o c c hi atti	 et	 al.,	 2 0 1 1),	 a u c h	

i n n e r h al b	 d e r	 gl ei c h e n	 T u m o r a rt	( Cl o c c hi atti,	 Di	 Gi o r gi o,	 D e m a r c hi,	 et	 al.,	 2 0 1 3) .		

Di e	 g e n a n nt e n	 I nt e r a k ti o n e n	  mit	 v e r s c hi e d e n e n	  T r a n s k ri pti o n sf a kt o r e n	 b ef ä hi g e n	 di e	

Kl a s s e	 II a	 H D A C s,	 di r e kt	 u n d	i n di r e kt	 z a hl r ei c h e	 s p e zifi s c h e	 bi ol o gi s c h e	 F u n kti o n e n	 z u	

b e ei nfl u s s e n.	  Di e	  m ei st e n	 P r o z e s s e	 b e r u h e n	 a uf	 d e r	  T r a n s k ri pti o n s r e p r e s si o n	 d e r	

M E F 2 -F a mili e.	 P a r a d o x e r w ei s e	 k ö n n e n	 g e g e n s ät zli c h e	 F u n kti o n e n	 i n	 v e r s c hi e d e n e n	

T u m o r -M o d ell e n	 b e o b a c ht et	  w e r d e n.	 S o	  wi r k e n	 di e	 gl ei c h e n	  D e a c et yl a s e n	 i n	

u nt e r s c hi e dli c h e n	  T u m o r e n	 e nt g e g e n g e s et zt	 u n d	 ü b e n	 p r o -	 o d e r	 a nti -p r olif e r ati v e	

Eff e kt e	 a u s.	 Z ellt y p -a b h ä n gi g	 h at	 d e r	 E x p r e s si o n s g r a d	 d e r	  Kl a s s e	 II a	  H D A C s	 ei n e n	

u nt e r s c hi e dli c h e n	 Ei nfl u s s	 a uf	 di e	  Diff e r e n zi e r u n g s ri c ht u n g	 u n d	 di e	

W a c h st u m s r e g ul ati o n.	 I n	  m a n c h e n	 Z ellt y p e n	 bl o c ki e rt	 ei n e	  Ü b e r e x p r e s si o n	 v o n	  Kl a s s e	

II a	 H D A C s	 Diff e r e n zi e r u n g s p r o z e s s e,	i n	 a n d e r e n	 Z ell e n	 si n d	 si e	 b ei	 n o r m al e r	E x p r e s si o n	

a m	 E nt st e h u n g s p r o z e s s	 d e r	  H y p e rt r o p hi e	 b et eili gt.	 S o	 h e m m e n	  Kl a s s e	 II a	  H D A C s	

w ä h r e n d	 d e r	  M u s k el e nt wi c kl u n g	 di e	  Diff e r e n zi e r u n g	 v o n	  M y o bl a st e n	 z u	  M y ot u b e n ,	

w o b ei	 di e	 I n hi biti o n	 d e r	  M y o D -A kti vit ät	 d u r c h	  H D A C 4	 u n d	  H D A C 5	 i n di r e kt	 d u r c h	 di e	
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R e p r e s si o n	 v o n	  M E F 2	 v e r mitt elt	  wi r d.	 Ei n e	  Ü b e r e x p r e s si o n	 b ei d e r	 E n z y m e	 f ü h rt e	

w eit e r hi n	 z u	 ei n e m	 k o m pl ett e n	 Diff e r e n zi e r u n g s bl o c k	 ( L u	 et	 al.,	 2 0 0 0).	I n	 ei n e r	 a n d e r e n	

St u di e	 f ü h rt e 	H D A C 7	 z u s a m m e n	  mit	  w eit e r e n	  K o -F a kt o r e n	 ( Ct B P )	 z u	 ei n e r	 I n hi biti o n	

d e r	  M E F 2	  A kti vit ät,	 h att e	 j e d o c h	 k ei n e	  A u s wi r k u n g	 a uf	 di e	  M y o D -	 u n d	  M y o g e ni n -

A kti vit ät.	 Ei n	 Z u s a m m e n h a n g	 z wi s c h e n	  H D A C 7	 u n d	 d e r	  M u s k el diff e r e n zi e r u n g	  wi r d	

t r ot z d e m	 v e r m ut et,	 d a	  H D A C 7	 b ei	 di e s e m	 P r o z e s s	 a u s	 d e m	 Z ell k e r n	 i n s	 Z yt o pl a s m a	

t r a n sl o zi e rt	 ( D r e s s el	 et	 al.,	 2 0 0 1) .	  A u c h	 i n	  H e r z m u s k el z ell e n	 i nt e g ri e r e n	  M E F 2	

T r a n s k ri pti o n sf a kt o r e n	 v e r s c hi e d e n e	 Si g n al e	 u n d	 r e g uli e r e n	 z a hl r ei c h e	 f et al e,	 k a r di al e	

G e n e.	  Di e	 g e s a mt e	  Kl a s s e	 II a	 i st	 i n	 di e s e m	  G e w e b e	 d et e kti e r b a r.	  Di e	  H D A C s	 si n d	 hi e r	

S u b st r at e	 v o n	 z ell ul ä r e n	 St r e s s -Ki n a s e n	 u n d	 r e p r i mi e r e n	 di e	  M E F 2	  A kti vit ät.	 I h r e	

P h o s p h o r yli e r u n g 	f ü h rt	 z u	 ei n e r	  R e p r o g r a m mi e r u n g	 d e r	 k a r di al e n	  G e n e x p r e s si o n	 u n d	

r e s ulti e rt	 i n	 ei n e r	  H y p e rt r o p hi e.	  H D A C s,	 d e n e n	 di e	 P h o s p h o r yl i e r u n g s-R e gi o n	 f ü r	 di e	

St r e s s -Ki n a s e n	f e hlt,	i n hi bi e r e n	 hi n g e g e n	 di e	 k a r di o m y o z yt ä r e	 H y p e rt r o p hi e.	 M ä u s e	 mit	

ei n e m	  M a n g el	 a n	  H D A C 9	 si n d	 g e g e n ü b e r	 h y p e rt r o p h e n	 Si g n al e n	 s e n siti vi e rt	 u n d	

e nt wi c k el n	 ei n e	 st r e s s -a b h ä n gi g e	 K a r di o m e g ali e	 ( B a c k s	 et	 al.,	 2 0 0 6;	 V e g a	 et	 al.,	 2 0 0 4;	 C.	

L.	 Z h a n g,	 M c Ki n s e y,	 C h a n g,	 et	 al.,	 2 0 0 2) .	I m	 gl ei c h e n	 Si n n e	f ü h rt	 ei n	 M a n g el	 a n	 H D A C 4	i n	

M ä u s e m b r y o n e n	 z u	 ei n e r	  H y p e rt r o p hi e	 d e r	 C h o n d r o z yt e n,	  w el c h e	 b e r eit s	 i n	 d e r	

p r ä n at al e n	 P h a s e	 l et al	 i st.	  D u r c h	 d e n	  H D A C 4 -M a n g el	 f e hlt	 d a b ei	 di e	  R e p r e s si o n	 v o n	

M E F 2 C,	  w el c h e r	 al s	 P r olif e r ati o n s -f ö r d e r n d e r	 F a kt o r	 i n	 d e r	 e n c h o n d r al e n	

K n o c h e n diff e r e n zi e r u n g	 a gi e rt.	 Ei n e	  H D A C 4	  Ü b e r e x p r e s si o n	 i n hi bi e rt	 hi n g e g e n	 di e	

C h o n d r o z yt e n -P r olif e r ati o n	 u n d	 di e	  Diff e r e n zi e r u n g	 ( A r n ol d	 et	 al.,	 2 0 0 7;	  V e g a	 et	 al.,	

2 0 0 4) .		

I n	  N e u r o bl a st o m z ell e n	 ( H T 2 2)	 u n d	 h u m a n e n,	 e m b r y o n al e n	  Ni e r e n z ell e n	 ( H E K 2 9 3 T)	

h e m mt 	H D A C 4	 di e	 A kti vit ät	 d e r	 C y cli n -a b h ä n gi g e n	 Ki n a s e	 1	 ( C D K 1)	 u n d	 di e	 Z ell z y kl u s -

P r o g r e s si o n.	  H E K 2 9 3 T	 Z ell e n	  mit	  H D A C 4	  Ü b e r e x p r e s si o n	 z ei gt e n	 ei n	 v e rl a n g s a mt e s	

W a c h st u m,	  w a s	 d e n	  A ut o r e n	 z uf ol g e	 e h e r	 d u r c h	 ei n e	 I n hi biti o n	 d e r	 Z ell z y kl u s -

P r o g r e s si o n	 al s	 d u r c h	 e i n e n	 e r h ö ht e n	 Z ellt o d	 b e di n gt	 i st.	 Ei n	 si R N A-v e r mitt elt e r	

K n o c k d o w n	 v o n	  H D A C 4	 b e s c hl e u ni gt e	 di e	 Z ell z y kl u s p r o g r e s si o n	 ( M aj d z a d e h	 et	 al.,	

2 0 0 8) .	  A n d e r e n	 St u di e n	 z uf ol g e	 i st	  H D A C 4	 a n	 d e r	  R e p r e s si o n	 v o n	 Z ell z y kl u s-

P r o m ot o r e n	 b et eili gt.	  N a c h	  D N A -S c h ä di g u n g	 k o m mt	 e s	 z u	 ei n e r	 p 5 3 -	 u n d	  N F -Y -

a b h ä n gi g e n	 A s s o zi ati o n	 v o n	 H D A C 4	 mit	 d e n	 P r o m ot o r e n	 v o n	 G 2 / M -G e n e n	 u n d	 z u	 d e r e n	

R e p r e s si o n	 ( B a sil e	 et	 al.,	 2 0 0 6).		

W eit e r hi n	 i n d u zi e rt	 ei n e	  Ü b e r e x p r e s si o n	 v o n	  H D A C 5	  A p o pt o s e	 i n	 z e r e b ell ä r e n	

N e u r o n e n.	  Di e s e	  wi r d	 e b e nf all s	 ü b e r	 di e	  M E F 2 -I n hi biti o n	 v e r mitt elt	 ( Li n s e m a n	 et	 al.,	
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2 0 0 3) .	  A u c h	 i n	 S a r k o m z ell e n	 ( U 2 O S),	  N e u r o bl a st o m z ell e n	 ( S Y 5 Y)	 u n d	

M a m m a k a r zi n o m z ell e n	 ( M C F -7 )	 f ü h rt e	 ei n e	  H D A C 5	  Ü b e r e x p r e s si o n	 z u	 v e r mi n d e rt e r	

Z ell p r olif e r ati o n	 u n d	 s p o nt a n e r	  A p o pt o s e	 ( H u a n g	 et	 al.,	 2 0 0 2) .	  Di e	 t r a n si e nt e	

Ü b e r e x p r e s si o n	 v o n	  H D A C 7	 v e r hi n d e rt	 i n	 E n d ot h el z ell e n	 ( E C)	 d e n	  Ü b e r g a n g	 v o n	 d e r	

G 1 -	z u r	 S -P h a s e,	 u n d	 v e r mi n d e rt	 s o	 di e	 Z ell p r olif e r ati o n	 ( Cl o c c hi atti	 et	 al.,	 2 0 1 1) .		

A n d e r e r s eit s	f ü h rt	 ei n e	 H e r u nt e r r e g ul ati o n	 v o n	 H D A C 4	i n	 K a r zi n o m z ell e n,	 di e	 k ei n	 p 5 3	

e x p ri mi e r e n,	 d u r c h	 di e	 St ö r u n g	 d e r	 C h r o m ati n -S e g r e g ati o n	 z u	 ei n e r	  mit oti s c h e n	

Bl o c k a d e	 u n d	 A p o pt o s e	 ( C a d ot	 et	 al.,	 2 0 0 9).	 Ü b e r	 di e	 R e p r e s si o n	 v o n	 p 2 1	f ü h rt	 H D A C 4	

i n	  M a g e n-	 u n d	  K ol o n -T u m o r z ell e n	 z u	 v e r st ä r kt e r	 P r olif e r ati o n,	 e i n e	 Stilll e g u n g	 d e s	

E n z y m s	 h e m m e 	hi n g e g e n	 d a s	  W a c h st u m	 i n	 vi v o	u n d	 i n	 vit r o	( Z.	  H.	  K a n g	 et	 al.,	 2 0 1 4;	

Wil s o n	 et	 al.,	 2 0 0 8) .	  A u c h	 i m	 h e p at o z ell ul ä r e n	  K a r zi n o m	 v e r mi n d e rt	 ei n e	

H e r u nt e r r e g ul ati o n	 v o n	 H D A C 4	 di e	 P r olif e r ati o n s r at e	 (J.	 Z h a n g	 et	 al.,	 2 0 1 0) .	

1. 3. 3  H D A C s	i n	 U C C s 	

E x p r e s si o n s a n al y s e n	 a uf	 m R N A -	u n d	 P r ot ei n -E b e n e	 z u r	 H D A C	 E x p r e s si o n	i n	 U C C s 	u n d	

G e w e b e n	 si n d	 i n	 d e r	 Lit e r at u r	 k a u m	 b e s c h ri e b e n	 ( Ni e gi s c h	 et	 al.,	 2 0 1 3) ;	 e s	 li e g e n	

ü b e r wi e g e n d	  Mi c r o a r r a y	  D at e n	 v o r	 ( v gl.	  Bl a v e ri	 et	 al.,	 2 0 0 5;	  D y r s kj ot	 et	 al.,	 2 0 0 4;	

D y r s kj ot	 et	 al.,	 2 0 0 7;	 J.	 S.	 L e e	 et	 al.,	 2 0 1 0;	 Li n d g r e n	 et	 al.,	 2 0 1 0;	  M e n g u al	 et	 al.,	 2 0 0 9;	

M o dli c h	 et	 al.,	 2 0 0 4;	 S a n c h e z -C a r b a y o	 et	 al.,	 2 0 0 6) .	 I n	 d e n	 v o rli e g e n d e n	 P u bli k ati o n e n	

wi r d	 m ei st	 ei n e	 Ü b e r e x p r e s si o n	 v o n	 Kl a s s e	I	 E n z y m e n	i n	 U C -T u m o r g e w e b e n	 s o wi e	 U C -	

Z ellli ni e n	 b e s c h ri e b e n	 (J u n q u ei r a-N et o	 et	 al.,	 2 0 1 3;	  Ni e gi s c h	 et	 al.,	 2 0 1 3;	 P o y et	 et	 al.,	

2 0 1 4) .	 Z u r	  Kl a s s e	 II a	 E x p r e s si o n	 i n	  U C Cs 	 li e g e n	 n o c h	  w e ni g e r	  D at e n	 v o r.	 I n	

E x p r e s si o n s a n al y s e n	 v o n	 v e r s c hi e d e n e n	 hi st o n m o difi zi e r e n d e n	  G e n e n	 z ei gt e	 si c h	 i n	

n o r m al e m	  Bl a s e n g e w e b e	  wi e	 a u c h	 i n	  Bl a s e nt u m o r e n	 ei n e	 e r h ö ht e	 E x p r e s si o n	 v o n	

H D A C 4,	  H D A C 5	 u n d	  H D A C 7	 g e g e n ü b e r	  R ef e r e n z g e n e n 	( O z d a g	 et	 al.,	 2 0 0 6).	  N a c h	 d e n	

v o r a u s g e g a n g e n e n	 U nt e r s u c h u n g e n	 d e s	 u r ol o gi s c h e n	 F o r s c h u n g sl a b o r s	 w a r	 di e	 H D A C 4	

u n d	  H D A C 7	 P r ot ei n e x p r e s si o n 	i n	 n o r m al e n	 u r ot h eli al e n	 Z ell e n	 h ö h e r	 al s	 i n	 U C C s 	u n d	

di e	 m R N A	 d e r	 Kl a s s e 	II a	 H D A C s	 oft m al s	 v e r mi n d e rt;	i n	 1 5	 v o n	 1 8	 U C-Z ellli ni e n	l a g	 ei n e	

v e r mi n d e rt e	 E x p r e s si o n	 v o n	  H D A C 4,	  H D A C 5	 u n d	  H D A C 7	  m R N A	 i m	  V e r gl ei c h	 z u	

n o r m al e n	 u r o e pit h eli al e n	 K o nt r oll e n	 v o r	 ( Ni e gi s c h	 et	 al.,	 2 0 1 3).	 Ei n e	 a n d e r e	 p u bli zi e rt e	

A r b eit	 b e ri c ht et e	 hi n g e g e n	 a n h a n d	 v o n	 i m m u n hi st o c h e mi s c h e n	 F ä r b u n g e n	 ü b e r	 ei n e	

Ü b e r e x p r e s si o n	 v o n	 H D A C 4	i n	 Bl a s e nt u m o r e n,	 di e	 mit	 d e r	 v e r mi n d e rt e n	 E x p r e s si o n	 d e s	

D N A -R e p a r at u r g e n s	 X P C	 ei n h e r gi n g	 ( X u	 et	 al.,	 2 0 1 1) .	 Ei n e	 d et ailli e rt e	  A n al y s e	 d e s	

Z u s a m m e n h a n g s	 z wi s c h e n	  Kl a s s e	 II a	  H D A C s	 u n d	 d e r	  T u m o r p r o g r e s si o n	 i n	  U C C s 	f e hlt.	



Ei nl eit u n g 	

	 1 4 	

W eil	 di e	  Kl a s s e	 II a	  H D A C s	 a n	 d e r	  R e g ul ati o n	 d e r	 Z ell diff e r e n zi e r u n g	 b et eili gt	 s ei n	

k ö n n e n	 u n d	 ei n e	 a b n o r m e	 E x p r e s si o n	 z u r	  T u m o r e nt wi c kl u n g	 u n d	 -P r o g r e s si o n	

b eit r a g e n	 k a n n,	 k ö n nt e n	 di e s e	 P r ot ei n e	 ei n	 vi el v e r s p r e c h e n d e s	 t h e r a p e uti s c h e s	 Zi el	 i n	

d e r	  T u m o rt h e r a pi e	 d a r st ell e n.	  A u s	 di e s e m	  G r u n d	  w u r d e	 i m	 Z u g e	 di e s e r	  A r b eit	 di e	

Wi r k u n g	 v o n	 s el e kti v e n	 Kl a s s e	II a	 H D A Ci s 	a n	 U C C s 	u nt e r s u c ht. 		

1. 4  Hi st o n d e a c et yl a s e -I n hi bit or e n	

T r ot z	 d e r	 E nt wi c kl u n g	 n e u e r	 a ntit u m o r ö s e r	 M e di k a m e nt e	 u n d	 d e r e n	 eff e kti v e m	 Ei n s at z	

i n	 d e r	 K r e b st h e r a pi e	 v e r eit elt	 di e	i n h ä r e nt e	o d e r	 e r w o r b e n e	 R e si st e n z	 vi el e r	 T u m o r e n	

g e g e n ü b e r	 k o n v e nti o n ell e n	 C h e m ot h e r a p e uti k a	 u n d	 a n d e r e n	 a nti n e o pl a sti s c h	

wi r k s a m e n 	S u b st a n z e n 	d e n	 l ä n g e rf ri sti g e n	 E rf ol g	 d e r	  m ei st e n 	T h e r a pi e a n s ät z e.	  D a b ei	

w e r d e n 	e pi g e n eti s c h e n	  M e c h a ni s m e n	 ei n e	 S c hl ü s s el r oll e	 b ei	 d e r	  R e si st e n z e nt wi c kl u n g	

z u g e s c h ri e b e n.	  A uf	  G r u n d	 d e r	 vi elf älti g e n	  A uf g a b e n	  w ä h r e n d	 d e r	  R e g ul ati o n	 d e r	

G e n e x p r e s si o n	  w u r d e	 di e	  Hi st o n a c et yli e r u n g	 i n	 d e n	 l et zt e n	 J a h r e n	 al s	

vi el v e r s p r e c h e n d e s	 t h e r a p e uti s c h e s	 Zi el	 e rf o r s c ht	 ( H r a b et a	 et	 al.,	 2 0 1 4).	  D a b ei	 z ei gt e n	

H D A Ci s 	s o w o hl	 i n	 vit r o	u n d	 i n	 vi v o	ei n	 b r eit e s	 a nti n e o pl a sti s c h e s	 A kti vit ät s s p e kt r u m	 b ei	

v e r gl ei c h s w ei s e	 g e ri n g e n	 Eff e kt e n	 a uf	 n o r m al e	 Z ell e n	 ( B ol d e n	 et	 al.,	 2 0 0 6;	 B ol d e n	 et	 al.,	

2 0 1 3;	J o h n st o n e,	 2 0 0 2;	 M a r k s	 et	 al.,	 2 0 0 1) .	I n	 d e n	l et zt e n	J a h r e n	 w u r d e n	 v e r s c hi e d e n e,	

n e u e	  H D A Ci s 	 e nt wi c k elt,	 di e	 i n	 kli ni s c h e n	 St u d i e n	 e r p r o bt	 u n d	 b e r eit s	 f ü r	 di e	

B e h a n dl u n g	 m ali g n e r	 E r k r a n k u n g	 z u g el a s s e n	 si n d	 ( V o ri n o st at,	 R o mi d e p si n,	 B eli n o st at)	

( M ott a m al	 et	 al.,	 2 0 1 5;	 Sli n g e rl a n d	 et	 al.,	 2 0 1 4) .	  Di e	 E r g e b ni s s e	 v e r s c hi e d e n e r	 St u di e n	

b el e g e n,	 d a s s	  H D A Ci s 	 i n	  K o m bi n ati o n	  mit	 a n d e r e n	 C h e m ot h e r a p e uti k a	 d e r e n	

a ntit u m o r ö s e	 Wi r k s a m k eit	 e r h ö h e n	 ( H r a b et a	 et	 al.,	 2 0 1 4;	 L a n e	 et	 al.,	 2 0 0 9) .	 Si e	 bi et e n	

di e	 M ö gli c h k eit,	 C h e m o r e si st e n z e n	 v o r z u b e u g e n	 o d e r	 di e s e	 u m z u k e h r e n	 ( Di	 Gi o r gi o	 et	

al.,	 2 0 1 5) .	

1. 4. 1  Ei nt eil u n g,	 F u n kti o n	 u n d	 Wir k m e c h a ni s m u s 	

H D A Ci s 	w e r d e n	 a n h a n d	i h r e r	 c h e mi s c h e n	 St r u kt u r	i n	 v i e r	 G r u p p e n	 ei n g et eilt	( H r a b et a	

et	 al.,	 2 0 1 4;	 Witt	 et	 al.,	 2 0 0 9) 	:		

1.  H y d r o x a m s ä u r e n	( S A H A	( V o ri n o st at),	 T S A	( T ri c h o st ati n	 A),	 B eli n o st at) 	

2.  z y kli s c h e	 T et r a p e pti d e	( R o mi d e p si n) 	

3.  k u r z k etti g e	 F ett s ä u r e n	( V P A	( V al p r o i n s ä u r e))	

4.  B e n z a mi d e	( E nti n o st at,	 M o c eti n o st at) 	
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Kl a s si s c h e	  H D A Ci s 	 b e st e h e n	 a u s	 ei n e r	 h y d r o p h o b e n	 Li n k e r -R e gi o n	 ( C U),	  w el c h e	 di e	

Zi n k -Bi n d u n g s -D o m ä n e	 ( Z B G)	  mit	 d e r	 h y d r o p h o b e n	 C A P -D o m ä n e	 v e r k n ü pft.	  D a	

a b h ä n gi g	 v o n	 d e r	 c h e mi s c h e n	 St r u kt u r	 d e r	  H D A Ci s 	 di e	 S el e k ti vit ät	 u n d	 P ot e n z	

g e g e n ü b e r	 ei n z el n e n	  H D A C -I s of o r m e n	 v a rii e rt,	  w e r d e n	 si e	 i n	 s el e kti v e	 u n d	 ni c ht-

s el e kti v e	I n hi bit o r e n	 ei n g et eilt	 ( Di	 Gi o r gi o	 et	 al.,	 2 0 1 5) .	 K ü r zli c h	 k o n nt e	 g e z ei gt	 w e r d e n,	

d a s s	l ei c ht e	 M o difi k ati o n e n	 d e r	 Li n k e r -R e gi o n	 u n d	 C A P -D o m ä n e	 A u s wi r k u n g e n	 a uf	 di e	

kl a s s e n s p e zifi s c h e	 S el e kti vit ät	 h a b e n	 ( B e rt r a n d,	 2 0 1 0) .	  Di e	 ni c ht-s el e kti v e n	  H D A Ci s 	

w e r d e n	 a u c h	 al s	 p a n -I n hi bit o r e n	 b e z ei c h n et.	 Di e	 m ei st e n	 d a v o n	 si n d	 H y d r o x a m s ä u r e n,	

di e	 s o w o hl	 a uf	 Kl a s s e	 I	 al s	 a u c h	 II a /II b	 E n z y m e	 wi r k e n.	 K u r z k etti g e	 F ett s ä u r e n	 wi r k e n	

a uf	  Kl a s s e	 I	 u n d	 II a,	 j e d o c h	 ni c ht	 g e g e n	  Kl a s s e	 II b.	 Z y kli s c h e	  T et r a p e pti d e	 u n d	

B e n z a m i d e	  wi r k e n	 b e v o r z u gt	 g e g e n	 di e	  Kl a s s e	 I	 ( S pi e g el	 et	 al.,	 2 0 1 2) .	  Di e	 h o c h	

k o n s e r vi e rt e	 St r u kt u r	 d e s	 k at al yti s c h e n	 Z e nt r u m s	 f ü h rt	 d a z u,	 d a s s	 di e	 s el e kti v e	

H e m m u n g	 ei n z el n e r	 I s of o r m e n	 k a u m	  m ö gli c h	 i st.	 All e r di n g s	 i st	 a u c h	 di e 	gl ei c h z eiti g e	

I n hi biti o n	 all e r	  H D A C s	 d u r c h	 di e	  m ei st e n	  H D A Ci s 	 s c h wi e ri g	 z u	 e r r ei c h e n. 	 S el b st	 di e	

C h a r a kt e ri si e r u n g	 v o n 	 I s of o r m-s p e zifi s c h e n	 I n hi biti o n s -P r ofil e n	 k a n n	 p r o bl e m ati s c h 	

s ei n ,	 d a	 si c h	 ei n e r s eit s	 di e	 r e k o m bi n a nt e	 P r o d u kti o n	 v o n	 g e r ei ni gt e n,	 a kti v e n	 E n z y m e n	

al s	 s c h wi e ri g	 e r w ei st.	  A n d e r e r s ei t s	 e ntf alt e n	  H D A C s	 i h r e	 v oll e	 e n z y m ati s c h e	  A kti vit ät	

al s	  B e st a n dt eil e	 v o n	  M ulti p r ot ei n k o m pl e x e n	 u n d	 z u s a m m e n	  mit	 a n d e r e n	  H D A C -

I s of o r m e n,	 s o d a s s	 di e	 i n	 vit r o	 A kti vit ät	 ni c ht	 di e	  w a h r e	 i nt r a z ell ul ä r e	 Sit u ati o n	

wi d e r s pi e g elt	 ( Witt	 et	 al.,	 2 0 0 9).		

Vi el e	 H D A Ci s 	wi r k e n	 al s	 Zi n k -C h el at o r e n	 ü b e r	 di e	 r e v e r si bl e	 o d e r	i r r e v e r si bl e	 Bi n d u n g	

a n	 d a s	 Z n 2 + -I o n	i m	 k at al yti s c h e n	 Z e nt r u m	 d e r	 H D A C s	( C o d d	 et	 al.,	 2 0 0 9;	 d e	 R uijt e r	 et	 al.,	

2 0 0 3;	 Fi n ni n	 et	 al.,	 1 9 9 9) .	  Di e	s o	 a u s g el ö st e	  Ä n d e r u n g	 d e r	  A c et yli e r u n g	 v o n	  Hi st o n e n	

u n d	  Ni c ht -Hi st o n	 P r ot ei n e n	 f ü h rt	 z u r	 I n d u kti o n	 vi elf älti g e r	 P r o z e s s e	  wi e	

Z ell z y kl u s a r r e st,	  Diff e r e n zi e r u n g,	  A p o pt o s e,	  W a c h st u m si n hi biti o n,	 I m m u n m o d ul ati o n	

u n d	  A n gi o g e n e s e h e m m u n g	 ( B ol d e n	 et	 al.,	 2 0 1 3;	  M a r k s,	 2 0 1 0;	  M a r k s	 et	 al.,	 2 0 0 9) .	

B ei s pi el e	 si n d	i n	 A b bil d u n g	 1. 3	 d a r g e st ellt .	
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n u kl e ä r e n	  R e z e pt o r e n	 ( B ol d e n	 et	 al.,	 2 0 0 6;	  Di c ki n s o n	 et	 al.,	 2 0 1 0;	 L a n e	 et	 al.,	 2 0 0 9;	

M ott a m al	 et	 al.,	 2 0 1 5;	 S pi e g el	 et	 al.,	 2 0 1 2) .	 D a n e b e n	  w e r d e n	 a b e r	 a u c h	 z u n e h m e n d	

di r e kt e,	 ni c ht	 e pi g e n eti s c h e	 z yt ot o xi s c h e	 Eff e kt e	 v o n	  H D A C -I n hi bit o r e n	 b e s c h ri e b e n 	

( C o r n a g o	 et	 al.,	 2 0 1 4;	 M.	 Pi n k e r n eil,	 H off m a n n,	 D e e n e n,	 et	 al.,	 2 0 1 6) .	

1. 4. 2  Wir k u n g	 a uf	 T u m or z ell e n	 u n d	 s p e zi ell	 U C -Z el lli ni e n	

Ei n e	 g ut e	 Ei n si c ht	i n	 di e	 m ol e k ul a r e	 Wi r k u n g s w ei s e	 d e r	 H D A Ci s 	bi et et	 d e r	 p a n -I n hi bit o r	

V o ri n o st at 	 ( S A H A),	  w el c h e r	 b e r eit s	 f ü r	 di e	  T h e r a pi e	 d e s	 k ut a n e n	  T-Z ell	 L y m p h o m s	

z u g el a s s e n	 i st	 ( M a n n	 et	 al.,	 2 0 0 7) 	 u n d	 a u c h	 i n	  K o m bi n ati o n	  mit	  w eit e r e n	

C h e m ot h e r a p e uti k a	 ei n e	 a ntit u m o r ö s e	  A kti vit ät	 g e g e n	 s oli d e	  T u m o r e n	  wi e	 d a s	  Ni c ht -

kl ei n z elli g e	 L u n g e n k a r zi n o m e	 ( N S C L C)	 z ei gt	 ( C o d d	 et	 al.,	 2 0 0 9;	 Sli n g e rl a n d	 et	 al.,	 2 0 1 4) .	

N a c h	  V o ri n o st at -T h e r a pi e	  w u r d e	 i n	  m u ri n e n	 u n d	 h u m a n e n	 L u n g e n k r e b s -Z ellli ni e n 	ei n	

A n sti e g	 d e r	 Z ell z y kl u si n hi bit o r e n	 p 2 1	 u n d	 p 2 7	 s o wi e	 ei n e	 I n d u kti o n	 d e r	

Hi st o n a c et yli e r u n g	 u n d	  A p o pt o s e	 b e o b a c ht et	 ( M a	 et	 al.,	 2 0 1 3).	 E b e n s o	 f ü h rt e	 di e	

S u b st a n z	 i n	 E r yt h r ol e u k ä mi e -Z ell e n 	 z u	 e r h ö ht e r	 E x p r e s si o n	 v o n	 p 2 1	 s o wi e	

Z ell z y kl u s a r r e st	i n	 d e r	 G 1 -P h a s e.	I n	 ei n e r	 Vi el z a hl	 v e r s c hi e d e n e r	 T u m o r z ellli ni e n	 s o wi e	

i n	  Ti e r m o d ell e n	 k o n nt e	 ei n e	  W a c h st u m si n hi biti o n	 b ei	 g e ri n g e r	 Z yt ot o xi zit ät	 g e z ei gt	

w e r d e n	 ( L.	 M.	 B utl e r	 et	 al.,	 2 0 0 2;	 M a r k s,	 2 0 0 7;	 W a g n e r	 et	 al.,	 2 0 1 0) .		

Di e	 b e s c h ri e b e n e n	 e pi g e n eti s c h e n	 Alt e r ati o n e n	 d e r	 H D A C	 E x p r e s si o n	 e r m ö gli c h e n	 a u c h	

i n	U C C s	 ei n e	 s p e zifi s c h e	 p h a r m a k ol o gi s c h e	I nt e r v e nti o n.	 Di e	 B e h a n dl u n g	 mit	 V o ri n o st at	

f üh rt e	 z u r	 I n d u kti o n	 ei n e s	 G 2 / M -Z ell z y kl u s a r r e st s,	 ei n e m	 A n sti e g	 d e r	 S u b -G 1	 F r a kti o n	

u n d	 d e s	 Z ell z y kl u s m a r k e r s	 p 2 1	 s o wi e	 ei n e m	  A bf all	 v o n	  T h y mi d yl at -S y nt h a s e.	  D e r	

A n sti e g	 d e r	 C a s p a s e	 3 / 7 -A kti vit ät	 u nt e r s c hi e d	 si c h	i n n e r h al b	 d e r	 Z ellli ni e n	 ( Ni e gi s c h	 et	

al.,	 2 0 1 3) .	 E b e nf all s	 k o n nt e	 n a c h	  B e h a n dl u n g	 ei n e	  A k k u m ul ati o n	 v o n	 a c et yli e rt e m	

Hi st o n	 H 3	 u n d	 H 4	i n	 T 2 4	 U C C s 	b e o b a c ht et	 w e r d e n	 ( Ri c h o n	 et	 al.,	 2 0 0 0).	 I n s g e s a mt	i st	

di e	 Wi r k s a m k eit	 d e s	I n hi bit o r s	 b e z ü gli c h	 s oli d e r 	T u m o r e n,	 ei n s c hli e ßli c h	 d e s	 U C ,	j e d o c h	

u m st ritt e n.	 N e b e n	 ei n e r	 h o h e n	 T o xi zit ät	i n	 P h a s e	I	 St u di e n	 w u r d e	i n	 a n d e r e n	 kli ni s c h e n	

St u di e n	 ei n e	 g ut e	 V e rt r ä gli c h k eit	 d e r	 S u b st a n z	 b e ri c ht et	 ( S c h n ei d e r	 et	 al.,	 2 0 1 2;	 S h a r m a	

et	 al.,	 2 0 1 3) .		

Ä h nli c h e	  m ol e k ul a r e	 Eff e kt e	  wi e	 f ü r	  V o ri n o st at	 k o n nt e n	 a u c h	 f ü r	  w eit e r e	 I n hi bit o r e n	

g e z ei gt	  w e r d e n. 	Ei n e	 I n hi biti o n	 d u r c h 	T S A	  wi r kt e	 si c h	 i n	 d e r	  T 2 4	  U C -Z ellli ni e -wi e	 f ü r	

S A H A -	 v o r	 all e m	 a uf	  G e n e	 a u s,	 di e	 i n	 P r o z e s s e	  wi e	 Z ell z y kl u s,	  A p o pt o s e	 u n d	  D N A -

S y nt h e s e	 i n v ol vi e rt	 si n d	 ( Gl a s e r	 et	 al.,	 2 0 0 3).	  T S A	 i n hi bi e rt e	 b e r eit s	 i m	  mi c r o m ol a r e n	

B e r ei c h	 d a s	  W a c h st u m	 v e r s c hi e d e n e r	  U C C s 	 ( C a n e s	 et	 al.,	 2 0 0 5) .	 I n	  K o m bi n ati o n	  mit	
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G e m cit a bi n	 k o n nt e	 d e r	 a ntit u m o r ö s e	 Eff e kt	 a uf	 ei n e	 d u r c h	 C a s p a s e n	 v e r mitt elt e	

A p o pt o s ei n d u kti o n	 s o wi e	 ei n e	  H e m m u n g	 d e r	 a nti a p o pt oti s c h e n	  N F κ B -	 u n d	  A kt -

Si g n al w e g e	 z u r ü c k g ef ü h rt	  w e r d e n	 (J e o n	 et	 al.,	 2 0 1 1) .	  A u c h	  V P A	 f ü h rt e	 z u	 ei n e r	

d o si s a b h ä n gi g e n	 R e d u kti o n	 d e r	 Vit alit ät,	 ei n e m	 A n sti e g	 d e r	 Hi st o n	 H 3	 A c et yli e r u n g	 u n d	

d e r	 p 2 1	 E x p r e s si o n	 ( C.	 L.	 C h e n	 et	 al.,	 2 0 0 6;	 O z a w a	 et	 al.,	 2 0 1 0) .		

I n s g e s a mt	 z ei g e n	 di e s e	 p r ä kli ni s c h e n	 St u di e n,	 d a s s	 a u c h	 di e	  B e h a n dl u n g	 d e s	  U C	  mit	

v e r s c hi e d e n e n	 H D A C is 	ei n e n	 vi el v e r s p r e c h e n d e n	 t h e r a p e uti s c h e n	 A n g riff s p u n kt	 bi et e n	

k ö n nt e.	  W a h r s c h ei nli c h	 a uf	  G r u n d	 d e r	 u n s p e zifi s c h e n	  Wi r k u n g	 v o n	 p a n -I n hi bit o r e n	

w e r d e n	 b ei	 d e n	  m ei st e n	  H D A Ci s 	 ei n e	  Vi el z a hl	 a n	  N e b e n wi r k u n g e n	 b e o b a c ht et.	  D a z u	

z ä hl e n	 u. a.	  Ü b el k eit,	 E r b r e c h e n,	  Di a r r h o e,	 F ati g u e,	  G e wi c ht s a b n a h m e,	

H e r z r h yt h m u s st ö r u n g e n	 s o wi e	  N e ut r o -	 u n d	  T h r o m b o z yt o p e ni e	 ( Z.	  M.	 Li	 et	 al.,	 2 0 1 4;	

T h u r n	 et	 al.,	 2 0 1 1) .	B e s o n d e r s	 di e	 k a r di al e	 T o xi zit ät	 e r w ei st	 si c h	i m	 kli ni s c h e n	 G e b r a u c h	

al s	 li miti e r e n d e r	 F a kt o r	 ( G r y d e r	 et	 al.,	 2 0 1 2;	 Sli n g e rl a n d	 et	 al.,	 2 0 1 4) .	  D e r	  G r u n d	 li e gt	

d a ri n,	 d a s s	 P a n -I n hi bit o r e n	 gl o b al e	  Ä n d e r u n g e n	 z ell ul ä r e r	 Si g n al w e g e	 a u sl ö s e n	 u n d	

ni c ht	 n u r	  T u m o r z ell e n,	 s o n d e r n	 a u c h	 p h y si ol o gi s c h e	 F u n kti o n e n	 b e ei nfl u s s e n	

( B al a s u b r a m a ni a n	 et	 al.,	 2 0 0 9) .	Di e	 K o m bi n ati o n	 mit	 a n d e r e n	 C h e m ot h e r a p e uti k a	 o d e r	

d e r	 Ei n s at z	 s el e kti v e r e r	  H D A Ci s	 k ö n nt e	 di e	 u n e r w ü n s c ht e n	  N e b e n wi r k u n g e n	

ei n s c h r ä n k e n	 u n d	 di e	  T h e r a pi e	 d e utli c h	 eff e kti v e r	  m a c h e n	 ( Bi eli a u s k a s	 et	 al.,	 2 0 0 8;	  Di	

Gi o r gi o	 et	 al.,	 2 0 1 5) .	 D e m	 st e ht	 g e g e n ü b e r,	 d a s s	 P h a s e	 I	 St u die n	 mit	 s el e kti v e n	 Kl a s s e	 I	

I n hi bit o r e n	 ä h nli c h e	 kli ni s c h e	 Eff e kt e	 wi e	 p a n-I n hi bit o r e n	 e r b r a c ht e n	( Witt	 et	 al.,	 2 0 0 9).		

A u ß e r d e m	i st	 di e	 E rf o r s c h u n g	 d e r	 F u n kti o n	 ei n z el n e r	 H D A C -I s of o r m e n	i n	 bi ol o gi s c h e n	

P r o z e s s e n	 u n d	 d e r	 E nt wi c kl u n g	  m ali g n e r	 E r k r a n k u n g e n	 d u r c h	 di e	 p a n -S el e kti vit ät	 d e r	

m ei st e n	 H D A Ci s 	k a u m	 m ö gli c h	 ( Bi eli a u s k a s	 et	 al.,	 2 0 0 8).	 U m	 di e	 N e b e n wi r k u n g e n	 v o n	

s el e kti v e n	 Kl a s s e	 I	 u n d	 p a n -I n hi bit o r e n	 z u	 u m g e h e n	 u n d	 u m	 di e	 B e d e ut u n g	 d e r	 Kl a s s e	

II a	  HD A C s	 i n	 k a r zi n o g e n e n	 P r o z e s s e n	 z u	 u nt e r s u c h e n,	  w u r d e n	 i n	 d e n	 l et zt e n	 J a h r e n	

v e r m e h rt	 s el e kti v e	 Kl a s s e	II a	 H D A Ci s 	e nt wi c k elt. 	

1. 4. 3  S el e kti v e	 Kl a s s e	II a	 H D A C -I n hi bit or e n	

I n	 H D A C	 P r ot ei n e n	k ö n n e n	 d r ei	 v e r s c hi e d e n e	 A n s at z p u n kt e	f ü r	 di e	 s el e kti v e	 Kl a s s e	 II a	

I n hi bitio n	 g e n ut zt	  w e r d e n:	 di e	 k at al yti s c h e	  D o m ä n e	  mit	 d e m	 Z n 2 + -I o n	 al s	 Zi el m ol e k ül,	

d a s	 n u kl e ä r e /	 z yt o pl a s m ati s c h e	 S h uttli n g	 u n d	 di e	 N -t e r mi n al e	 A d a pt e r-D o m ä n e	f ü r	 di e	

Bi n d u n g	 v e r s c hi e d e n e r	 I nt e r a kti o n s p a rt n e r.	 Z ell ul ä r e	 Eff e kt e	 v e r s c hi e d e n e r ,	s el e kti v e r	

Kl a s s e	 I I a	 I n hi bit o r e n	 w u r d e n	 b e r eit s	i n	 ei ni g e n	 P u bli k ati o n e n	 b e s c h ri e b e n	 ( Di	 Gi o r gi o	

et	 al.,	 2 0 1 5) .	 D a b ei	 b e s a ß e n	 di e	 I n hi bit o r e n	 u nt e r s c hi e dli c h e	 S el e kti vit ät s-P r ofil e	 g e g e n	
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di e	 j e w eili g e n	  Kl a s s e	 II a	 I s of o r m e n	 u n d	 u nt e r s c hi e d e n	 si c h	 i n	 d e n	 o b e n	 g e n a n nt e n	

I n hi biti o n s m e c h a ni s m e n.	 F ü r	 eini g e	 I n hi bit o r e n	 k o n nt e	 ei n e	 v e r mi n d e rt e	 z yt ot o xi s c h e	

A kti vit ät	 i m	  V e r gl ei c h	 z u	 d e n	  Kl a s s e	 I	 I n hi bit o r e n	 s o wi e	 z yt o st ati s c h e	 Eff e kt e	 i n	

u nt e r s c hi e dli c h e n	 T u m o r z ellli ni e n	 g e z ei gt	 w e r d e n	 ( M ai	 et	 al.,	 2 0 0 5;	 V e n z a	 et	 al.,	 2 0 1 3) .	

D a b ei	 s oll	 d e r	 a nti p r olif e r ati v e	 Eff e kt	 d u r c h	 di e	I n d u kti o n	 v o n	 p 2 1 Ci p 1 	a u s g el ö st	 w e r d e n,	

w el c h e s	 z u	 ei n e m	  Bl o c k	 i n	 d e r	  G 1 -P h a s e	 d e s	 Z ell z y kl u s	 f ü h rt	 ( D u o n g	 et	 al.,	 2 0 0 8) .	Ei n 	

I n hi bit o r	 d e s	 n u kl e ä r e n / z yt o pl a s m ati s c h e n	 S h uttli n g s	 f ü h rt e	 z u	 ei n e r	

z yt o pl a s m ati s c h e n	  A k k u m ul ati o n	 v o n	  H D A C 4	 u n d	 gl ei c h z eiti g	 z u	 ei n e r 	E r h ö h u n g	 v o n	

a c et yli e rt e m	  Hi st o n	  H 3	 u n d	  T u b uli n	 ( K on g	 et	 al.,	 2 0 1 1) .	 E b e nf all s	  w u r d e	 b e s c h ri e b e n,	

d a s s	 d u r c h	 di e	 s el e kti v e	I n hi biti o n	 d e r	 H D A C 4 -M E F 2 D	 K o m pl e x	 st a bili si e rt	 wi r d	 u n d	i n	

ei ni g e n	 Z ell e n	 ei n e	 v e r mi n d e rt e	 E x p r e s si o n	  M E F 2 -a b h ä n gi g e r	  G e n e	 i m	  V e r gl ei c h	 z u r	

S A H A	 B e h a n dl u n g	 st attfi n d et	 ( Cl o c c hi atti,	 Di	 Gi o r gi o,	I n g r a o,	 et	 al.,	 2 0 1 3;	 N e b bi o s o	 et	 al.,	

2 0 0 9) .		

Di e	 i n	 di e s e r	  A r b eit	 v e r w e n d et e n	 I n hi bit o r e n	 L M K 1 6 3	 ( 1 6 e),	 L M K 2 1 4	 ( 1 6f),	 L M K	 2 2 5	

( 1 9 e),	 L M K 2 3 3	 ( 1 9 h)	 u n d	 L M K 2 3 5	 ( 1 9i)	  w u r d e n	 f r e u n dli c h e r w ei s e	 v o n	 d e r	  A G	  K u r z	

(I n stit ut	f ü r	 P h a r m a z e uti s c h e	 u n d	 M e di zi ni s c h e	 C h e mi e	 d e r	 H ei n ri c h -H ei n e -U ni v e r sit ät	

D ü s s el d o rf)	 z u r	  V e rf ü g u n g	 g e st ellt.	 Si e	 g e h ö r e n	 z u	 ei n e r	 n e u e n	  Kl a s s e	 p ot e nt e r	

H y d r o x a m s ä u r e -b a si e rt e r	 H D A Ci s ,	 b ei	 d e n e n	di e	 C A P	 G r u p p e	 u n d	 di e	 C U	 Li n k e r -R e gi o n	

m o difi zi e rt	 u n d	  mit	 a n d e r e n	 Zi n k -Bi n d u n g s -D o m ä n e n	 ( Z B G s)	 v e r k n ü pft	  w u r d e .	  Di e s e	

St r u kt u r m o difi k ati o n	 h at	  A u s wi r k u n g e n	 a uf	 di e	 S p e zifit ät	 u n d	 di e	 P ot e n z	 d e r	

I n hi bit o r e n.	  Di e	 bi ol o gi s c h e	 E v al u ati o n	 d e r	 S u b st a n z e n	 e rf ol gt e	 a n	 d e n	  T u m o r-	 u n d	

Ni c ht -T u m o r z ellli ni e n	  A 2 7 8 0	 ( H u m a n e	  O v a ri al k a r zi n o m -Z ellli ni e),	  M D A -M B -2 3 1	

( T ri p p el n e g ati v e	  M a m m a k a r zi n o m -Z ellli ni e),	 C a l 2 7	 ( H u m a n e	 Z u n g e n-Z ellli ni e),	

K y s e 5 1 0	 ( H u m a n e	  O e s o p h a g u s -Z ellli ni e)	 u n d	 d e r e n	 Ci s pl ati n -r e si st e nt e n	 F o r m e n.	  Di e	

D at e n	  w u r d e n	 i n	 d e r	 P u bli k ati o n	 v o n	  M a r e k	 et	 al.	 ( 2 0 1 3)	 v e r öff e ntli c ht.	 1 9i	  wi e s	 di e	

h ö c h st e	  H D A C -i n hi bit o ri s c h e	 u n d	 z yt ot o xi s c h e	  A kti vit ät	 a uf	 (I C5 0 	 0, 4 9	 µ M	 ( A 2 7 8 0);	

0, 3 2 	µ M	 ( A 2 7 8 0	 Ci s R)).	  Di e	  wi r k s a m e n	  K o n z e nt r ati o n e n	  w a r e n	 s o g a r	 g e ri n g e r	 al s	 di e	

d e r	 R ef e r e n z s u b st a n z	 V o ri n o st at	 (I C 5 0 	2, 4 2	 µ M	 ( A 2 7 8 0);	 3, 1 2	 µ M	 ( A 2 7 8 0	 Ci s R)).	 D at e n	

b e z ü gli c h	 d e r	 z yt ot o xi s c h e n	  Wi r k u n g	 a uf	 U C C s	 w u r d e n	 ni c ht	 e r h o b e n.	  Di e	 d r ei	

eff e kti v st e n	 S u b st a n z e n	 1 9 e,	 1 9 h	 u n d	 1 9i	 z ei gt e n	 n a c h	 d e n	 D at e n	 a u s	 d e m	J a h r	 2 0 1 3	i m	

H D A C -I s of o r m-A s s a y 	i m	 g e ri n g e n	 n a n o m ol a r e n	 B e r ei c h	 ei n e	 v e r st ä r kt e	 A kti vit ät	 g e g e n	

H D A C 4,	 5	 u n d	 6.	 Di e	 S p e zifit ät	 g e g e n	 di e s e	 I s of o r m e n	 w u r d e	 mit	 d e r	 n e u e n	 C U	 Li n k e r -

R e gi o n	 i n	  V e r bi n d u n g	 g e b r a c ht.	 I nt e r e s s a nt e r w ei s e	 e r h ö ht e	 di e	  K o m bi n ati o n	 v o n	

Ci s pl ati n	 u n d	 1 9i	 di e	 S e n siti vit ät	 v o n	 Ci s pl ati n -r e si st e nt e n	 Z ellli ni e n	 u n d	 z ei gt e	 st ä r k e r e	



Ei nl eit u n g 	

	 2 0 	

Eff e kt e	 al s	 di e	 K o m bi n ati o n	 mit	 V o ri n o st at	 ( Di	 Gi o r gi o	 et	 al.,	 2 0 1 5;	 M a r e k	 et	 al.,	 2 0 1 3) .	

L M K 2 1 4	 h at	 hi n g e g e n	 ei n e	 e r h ö ht e	  A kti vit ät	 g e g e n	  H D A C 6	 (I C 5 0	 3 7, 4	 n M;	

u n v e r öff e ntli c ht e	 D at e n).	 F ü r	 L M K 1 6 3	li e gt	 k ei n	I s of o r m e n -P r ofil	 v o r.	 E r n e ut e	 A n al y s e n	

b e z ü gli c h	 d e r	 S p e zifit ät	 d e s	 I n hi bit o r s	 1 9i	 i m	 J a h r	 2 0 1 7	 e r g a b e n	 j e d o c h	 ei n e s	 z u m	

A u s g a n g s p r ofil	 v e r ä n d e rt e s	  Wi r k s p e kt r u m	  mit	 v o r r a n gi g e r	  A kti vit ä t	 g e g e n	 di e	  H D A C	

I s of o r m e n	 1,	 2	 u n d	 3	 s o wi e	 6	 u n d	 1 0	 ( s.	  Di s k u s si o n,	  A b s.	 5. 1) .	 Ei n e	  A kti vit ät	 g e g e n	

H D A C 4	 k o n nt e	 ni c ht	 n a c h g e wi e s e n	  w e r d e n.	  Di e	 n e u e n	 I C 5 0 -D at e n	 f ü r	  H D A C s	

v e r s c hi e d e n e r	 Kl a s s e n	 si n d	i n	 T a b ell e	 9. 3 	i m	 A n h a n g	 z u	fi n d e n.	
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1. 5  Zi el s et z u n g 	

Di e	  A u s wi r k u n g	 u n d	  B e d e ut u n g	 d e r	 E x p r e s si o n	 v o n	  Kl a s s e	 II a	  H D A C s	 i n	  T u m o r z ell e n	

g e n e r ell	 s o wi e	 s p e zi ell	f ü r	 d a s	 U C	 si n d	 bi s	 h e ut e	 k a u m	 u nt e r s u c ht.	 Z u d e m	 si n d	 di e	 D at e n	

b e z ü gli c h	 d e r	 E x p r e s si o n	 s e h r	 h et e r o g e n.	  V o r a r b eit e n	 a u s	 d e m	 u r ol o gi s c h e n	

F o r s c h u n g sl a b o r	 d e ut e n	 e h e r	 a uf	 ei n e	 v e r mi n d e rt e	 E x p r e s si o n	 d e r	  Kl a s s e	 II a	 i n	 ei n e m	

G r o ßt eil	 d e r	 U C C s 	( Ni e gi s c h	 et	 al.,	 2 0 1 3).	 Di e	 v o rli e g e n d e	 A r b eit	 h at	si c h 	d a h e r	 mit	 d e r	

F r a g e	 b e s c h äfti gt ,	 o b	 ei n e	 I n hi biti o n	 di e s e r	  Kl a s s e	 ei n e n	 si n n v oll e n	  A n s at z	 f ü r	 di e	

T h e r a pi e	 d e s	 U C	 d a r st ellt.	 E s	i st	 d e n k b a r,	 d a s s	 ei n e	 s el e kti v e	I n hi biti o n	 d e r	 Kl a s s e	II a 	a uf	

di e	  T u m o r z ell e n	 k ei n e	  Wi r k u n g e n	 a u s ü bt.	  Alt e r n ati v	 b e st e ht	 di e	  M ö gli c h k eit,	 d a s s	 di e	

H e m m u n g	 d e r	 R e st a kti vit ät	 v o n	 Kl a s s e	II a 	H D A C s	f ü r	 di e	 T u m o r z ell e n	l et al	i st. 	

D a h e r	 w u r d e	 z u m	 ei n e n	 ü b e r p r üft,	 w el c h e	 m ol e k ul a r e n	 Eff e kt e	 ei n e	 p h a r m a k ol o gi s c h e	

I n hi biti o n	 mit	 d e n	 n e u e n	 H yd r o x a m s ä u r e -I n hi bit o r e n	 1 9 e,	1 9 h 	u n d	 1 9i	i n	 U C C s	 a u sl ö st.	

Di e s e	 h e m m e n 	l a ut	 d e r	 E r st p u bli k ati o n	 i n	 g e ri n g e n	  K o n z e nt r ati o n e n	 vo r r a n gi g	  Kl a s s e	

II a	 H D A C s	( M a r e k	 et	 al.,	 2 0 1 3).	 F ü r	 di e	 U C C s	 w u r d e n	 di e	 Z ellli ni e n	 V M-C U B 1,	 6 3 9 -V	 u n d	

U M -U C -3	 a u s g e w ä hlt,	  w el c h e	 ei n e	 i m	  V e r gl ei c h	 z u r	 u r ot h eli al e n	 P ri m ä r k ul t u r	

e r ni e d ri gt e,	 u n v e r ä n d e rt e	 u n d	 e r h ö ht e	  Kl a s s e	 II a	  H D A C	 E x p r e s si o n	 r e p r ä s e nti e r e n.	

D u r c h	 di e	 A u s w a hl	 di e s e r	 d r ei	 Z ellli ni e n	 w u r d e	 z u d e m	 di e	 st a r k e	 H et e r o g e nit ät	 d e s	 U C s	

b e r ü c k si c hti gt.	  W eit e r hi n	  w u r d e n	 di e	 b e ni g n e	 u r ot h eli al e	  K o nt r oll z ellli ni e 	H B L A K	 u n d	

di e	 i m m o rt ali si e rt e 	e m b r y o n al e	  Ni e r e n z ell e	  H E K 2 9 3	  mit g ef ü h rt,	 u m	 di e	 S p e zifit ät	 d e r	

I n hi bit o r e n	f ü r	 di e	 T u m o r z ell e n	 z u	 si c h e r n.		

N a c h	 d e r	  B e h a n dl u n g	  w u r d e n	 z ell ul ä r e	 P a r a m et e r	  wi e	  Vit alit ät,	

K ol o ni e bil d u n g sf ä hi g k eit,	 Z ell z y kl u s,	 C a s p a s e	 3 / 7 -A kti vit ät,	 S e n e s z e n z	 u n d	 n u kl e ä r e	

M o r p h ol o gi e	 a n al y si e rt.	 Di e s e	 P a r a m et e r	 g e b e n	 A uf s c hl u s s	 d a r ü b e r,	 o b	 di e	 v e r w e n d et e n	

I n hi bit o r e n	u. a.	 d a s	 W a c h st u m	 d e r	 U C C s 	ei n s c h r ä n k e n	 u n d	 w el c h e r	 d e r	 d r ei	I n hi bit o r e n	

di e	 st ä r k st e	 i n hi bit o ri s c h e	  A kti vit ät	 a uf w ei st.	  W eit e r hi n	  w u r d e n	 f ü r	 d e n	 a m	 st ä r k st e n	

wi r k e n d e n	 I n hi bit o r	  m ol e k ul a r e	 F ol g e n	 d e r	 I n hi biti o n 	 a uf	 di e	 m R N A -E x p r e s si o n	 d e r	

Kl a s s e	 II a	  H D A C s	 s o wi e	  M a r k e r-P r ot ei n e	 u nt e r s u c ht.	  A uf	 di e s e	  W ei s e	 s ollt e	 g e kl ä rt	

w e r d e n,	 o b	 ei n e	  Vit alit ät s ei n s c h r ä n k u n g	 d e r	  U C C s	 a uf	 di e	 p o st uli e rt e	  Kl a s s e	 II a	

I n hi biti o n	 o d e r	 di e	 I n hi biti o n	 a n d e r e r	 E n z y m kl a s s e n	 z u r ü c k z uf ü h r e n	i st	 u n d	i n wi ef e r n	

si c h	 di e	 Eff e kt e	 d e r	 a n g e st r e bt e n	 „ s el e kti v e n	I n hi biti o n“	 v o n	 d e n e n	 ei n e r	 p a n -I n hi biti o n	

u nt e r s c h ei d e n.	 S c hli e ßli c h	 l ä s st	 si c h	 a uf	 di e s e	  W ei s e	 f e st st ell e n,	 o b	 u nt e r	 d e r	

B e h a n dl u n g	 k o m p e n s at o ri s c h e	  M e c h a ni s m e n	 o d e r	  K r e u z r e g ul ati o n e n	 z wi s c h e n	 d e n	

v e r s c hi e d e n e n	 H D A C 	I s of o r m e n	 b z w.	E n z y m kl a s s e n	 a uft r et e n.	 	
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U m	 Ei n bli c k e	 i n	 di e	 F u n kti o n	 v o n	  Kl a s s e	 II a	  H D A C s	 i m	  U C 	 z u	 e r h alt e n,	  w u r d e n	 z u m	

a n d e r e n	 a n al o g e	  V e r s u c h e	  mit	 st a bi l	 tr a n s d u zi e rt e n	  U C -Z ell v a ri a nt e n 	 mit	 ei n e r	

Ü b e r e x p r e s si o n	 v o n	  H D A C 4	 -	s o wi e	 v o n	  H D A C 1	 -	d u r c h g ef ü h rt.	 Al s	  K o nt r oll e 	di e nt e n	

Z ell e n ,	di e	 mit	 ei n e m	 L e e r v e kt o r	t r a n s d u zi e rt	 w u r d e n .	Di e s e	 E x p e ri m e nt e	 s ollt e n	 b ei	 d e r	

B e a nt w o rt u n g	 d e r	 F r a g e	 h elf e n,	 o b	  H D A C 4	 ei n	  w e s e ntli c h e s	 Zi el m ol e k ül	 d e r	

v e r w e n d et e n	  Kl a s s e	 II a	 I n hi bit o r e n	 i st	 u n d	  w el c h e	 f u n kti o n ell e n	  K o n s e q u e n z e n	 ei n e	

H e r u nt e r r e g ul ati o n	 di e s e r	 E n z y m g r u p p e	 i m	  U C	 h at.	 Ei n e	  Ü b e r e x p r e s si o n	 d e s	

Zi el p r ot ei n s	 H D A C 4	 e r m ö gli c ht	 f e r n e r	 di e	 A n al y s e	 d e r	 m ol e k ul a r e n	 A u s wi r k u n g e n	 v o n	

H D A C 4	 a uf	 di e	 T u m o r z ell e n.	I n	 ä h nli c h e r	 W ei s e	 wi e	 o b e n	 b e s c h ri e b e n	 w u r d e n	 d a b ei	 di e	

z ell ul ä r e n	 u n d	 m ol e k ul a r e n	 A u s wi r k u n g e n	 d e r	 Ü b e r e x p r e s si o n	 v o n	 H D A C 4	 v e rf ol gt. 	

I n	 ei n e m	 a b s c hli e ß e n d e n	  T eil	  w u r d e n	  w eit e r e,	 n e u	 s y nt h eti si e rt e	  H D A Cis 	 i niti al	

c h a r a k t e ri si e rt.	  D a z u	  w u r d e n	 di e	 S u b st a n z e n	 L M K 1 6 3	 ( 1 6 e)	 u n d	 L M K 2 1 4	 ( 1 6f)	

v e r w e n d et	 u n d	 wi e d e r u m	f u n kti o n ell e	 V e r ä n d e r u n g e n	 a uf	 di e	 Vi a bilit ät,	 d e n	 Z ell z y kl u s	

u n d	 di e	 C a s p a s e	 3 / 7 -A kti v it ät	 u nt e r s u c ht.	 D a s	 Zi el	 w a r,	 di e	 S u b st a n z	 mit	 d e r	 h ö c h st e n	

t u m o r s p e zifi s c h e n	 z yt ot o xi s c h e n	  A kti vit ät	 z u	 s el e kti e r e n,	 u m	 b a si e r e n d	 a uf	 di e s e n	

D at e n	  w eit e r e	 in -vit r o -A kti vit ät s -	 u n d	 S p e zifit ät s a s s a y s	 d u r c hf ü h r e n	 z u	 k ö n n e n.	

Z u s a m m e n g e n o m m e n	 k ö n n e n	 di e s e	  D at e n	 z u r	 E r st ell u n g	 ei n e s	  H D A C -P r ofil s	 d i e s e r	

S u b st a n z e n	 g e n ut zt	 w e r d e n.	 	
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2  M at eri al 	

2. 1. 1  Z ellli ni e n 	

Di e	i m	 u r ol o gi s c h e n	 F o r s c h u n g sl a b o r	 k ulti vi e rt e n	 U C C s 	w u r d e n	 v o n	 P r of.	 M. A.	 K n o wl e s	

(I C R F	 C a n c e r	 M e di ci n e	 R e s e a r c h	 U nit,	 L e e d s	 U K)	 u n d	 D r.	J.	 F o g h	 ( Sl o a n -K ett e ri n g	 C a n c e r	

R e s e a r c h	 C e nt e r,	  R y e,	  N e w	 Y o r k	  U S A)	 z u r	  V e rf ü g u n g	 g e st ellt 	 u n d	 d e r e n	 I d e ntit ät	 i m	

I n stit ut	 f ü r	  R e c ht s m e di zi n	 d e r	  H ei n ri c h-H ei n e -U ni v e r sit ät	  D ü s s el d o rf 	 mitt el s	 S T R -

P r ofili n g 	 ü b e r p r üft.	 Ei n	 a n d e r e r	  T eil	  w u r d e	 v o n 	 d e r	  D S M Z	 ( D e ut s c h e	 S a m ml u n g	 v o n	

Mi k r o o r g a ni s m e n	 u n d	 Z ell k ult u r e n	  G m b H)	 b e z o g e n .	  U r ot h eli al e	 P ri m ä r z ell e n	 ( U P s)	

w u r d e n	 a u s	 H a r nl eit e r n	 v o n	 N e p h r e kt o mi e n	 g e w o n n e n.	 Di e	 Z ellli ni e	 H E K 2 9 3	 w u r d e	 v o n	

P r of.	  K ol b -B a c h of e n	 v o n	 d e r	  M e di z i ni s c h e n	 F a k ult ät	 d e r	  H ei n ri c h-H ei n e -U ni v e r sit ät	

D ü s s el d o rf	 ( F o r s c h u n g s g r u p p e	I m m u n bi ol o gi e)	 z u r	 V e rf ü g u n g	 g e st ellt;	 di e	 T el o m e r a s e -	

i m m o rt ali si e rt e	 Z ellli ni e	  T E R T-N H U C	 v o n	 P r of.	  M.	  A.	  K n o wl e s. 	Di e	 h u m a n e	 u r ot h eli al e	

Z ellli ni e	 H B L A K	 w u r d e	 v o n	 C E L L n T E C	( S c h w ei z)	 z u r	 V e rf ü g u n g	 g e st ellt.	 	

St u di e n n u m m e r	 d e r	 Et hi k k o m mi s si o n:	 1 7 8 8 	

T a b ell e	 2 .1 :	 Ü b e r si c ht	 d e r	 v e r w e n d et e n	  U r ot h el k a r zi n o m -Z ellli ni e n	 u n d	  K o nt r oll z ell e n .	 E rsi c htli c h	
si n d	  G es c h l e c ht	 u n d	  Alt e r	 d e r	 P ati e nt e n	 ( M:	  m ä n nli c h;	 F:	  w ei bli c h),	 T u m o r g r a d,	 T u m o rst a di u m	 s o wi e	
R ef e r e n z,	 U rs p r u n g	 u n d	 B es o n d e r h eit. 	

Z ellli ni e 	 G e s c hl e c ht,	
Alt e r 	[J a h r e]	

T N M / G r a di n g 	 R ef e r e n z	 	

U r ot h el k a r zi n o m 	
2 5 3J 	 M,	 5 3	 	 T 4,	 G 4 	 Elli ott	 et	 al.	 1 9 7 4	 	
5 6 3 7 	 M,	 6 8 	 G 2 	 F o g h	 1 9 7 8	 	
6 3 9 -V 	 M;	 6 9	 	 G 3 	 Elli ott	 et	 al.	 1 9 7 6	 	
B F T C -9 0 5 	 F,	 5 1	 	 T a,	 G 3 	 T z e n g	 et	 al.	 1 9 9 6	 	
H T -1 3 7 6 	 F,	 5 8	 	 T 2,	 G 3 	 R a s h e e d	 et	 al.	 1 9 7 7	 	
J 8 2	 M,	 5 8 	 T C C 	 O’ T o ol e	 et	 al.	 1 9 7 8	 	
R T -1 1 2 	 F 	 G 2 	 M a st e r s	 et	 al.	 1 9 8 6	 	
S W -1 7 1 0 	 F,	 8 4	 	 G 3 	 K y ri a zi s	 et	 al.	 1 9 8 4	 	
T 2 4 	 F,	 8 1	 	 G 3 	 B u b e ni k	 et	 al.	 1 9 7 3	 	
U M -U C -3 	 M 	 T C C 	 G r o s s m a n n	 et	 al.	 1 9 8 6	 	
U M -U C -6 	 M 	 T C C 	 G r o s s m a n n	 et	 al.	 1 9 8 6	 	
V M -C U B 1 	 M 	 T C C 	 Willi a m s	 et	 al.	 1 9 8 0	 	
Z ellli ni e 	 Alt e r 	 U r s p r u n g 	 B e s o n d e r h eit	 u n d	 R ef e r e n z 	
H B L A K 	 M,	 8 0 	 Bl a s e 	 H off m a n n	 et	 al.	 2 0 1 6 	
H E K 2 9 3 	 F öt u s 	 Ni e r e 	 T r a n sf o r mi e rt	 mit	

A d e n o vi r u s	 5	 D N A ;	
St e p a n e n k o	 et	 al.,	 2 0 1 5 	

T E R T -N H U C 	 -	 U r ot h el 	 T el o m e r a s e -i m m o rt ali si e rt;	
C h a p m a n	 et	 al.	 2 0 0 6	 	

	 	



M at e ri al 	

	 2 4 	

2. 1. 2  C h e mi k ali e n,	 R e a g e n zi e n	 u n d	 Kit s 	

T a b ell e	 2 .2 :	Ü b e r si c ht	 ü b e r	 di e	 v e r w e n d et e n	 C h e mi k ali e n	 u n d	 R e a g e n zi e n. 	

C h e mi k ali e n / R e a g e n zi e n 	 H e r st ell e r 	

1 0 x	 T ri s / Gl y ci n / S D S	 P uff e r 	 Bi o r a d 	

A c et o n	 	 V W R	 C h e mi c al s 	

B o vi n e	 S e r u m	 Al b u mi n 	( B S A)	 Si g m a 	

C as p as e -Gl o ® 	3 / 7 	R e a g e n z	 	 P r o m e g a 	

C ell Tit e r -Gl o ® 	R e a g e n z	 	 P r o m e g a 	

Cit r o n e n s ä u r e	( C 6 H 8 O 7 )	 M e r c k 	

D A PI	 ( 4‘-6 -Di a mi di n o -2 -p h e n yli n d ol) 	 Si g m a	 	

Di n at ri u m h y d r o g e n p h o s p h at	( N a 2 H P O 4 )	 M e r c k 	

D M E M	( D ul b e c c o’s	 M o difi e d	 E a gl e	 M e di u m )		 GI B C O 	

D M S O	( Di m et h yl s ulf o xi d) 	 Si g m a	 	

D O C 	( D e s o x y c h ol s ä u r e	 N at ri u m s al z) 	 Si g m a 	

E D T A 	 M e r c k 	

Et h a n ol		 	 M e r c k 	

F a r bl ö s u n g 	W o r ki n g	 R e a g e nt	( R e a g e n z	 A	 u n d	 B)	 	 T h e r m o	 S ci e ntifi c 	

F C S	( hit z ei n a kti vi e rt e s	f öt al e s	 K äl b e r s e r u m) 	 Bi o c h r o m	 A G 	

F o r m al d e h y d	 	 M e r c k 	

g D N A	 Wi p e o ut	 P uff e r 	 Q i a g e n	

Gi e m s a	 A z u r -E o si n -M et h yl e n bl a ul ö s u n g 	 M e r c k 	

Gl ut a m a x	( st a bili si e rt e s	 Gl ut a mi n) 	 GI B C O 	

Gl y ci n	( C 2 H 5 N O 2 )	 M e r c k 	

K ali u m h e x a c y a ni d of e r r at(II)	( K 4 F e( C N) 6 )	 M e r c k 	

K ali u m h e x a c y a ni d of e r r at(III)	( K 3 F e( C N) 6 )	 M e r c k 	

L ä m mli	 P uff e r 	 Bi o r a d 	

M a g n e si u m c hl o ri d	( M g Cl 2 )	 M e r c k 	

M et h a n ol	 	 M e r c k 	

Mil c h p ul v e r 	 R ot h 	

M o u nti n g 	M e di u m 	 D a k o 	

M T T	 R e a g e n z 	 Si g m a 	

N at ri u m c hl o ri d	 ( N a Cl)	 M e r c k 	

N at ri u m cit r at	( C 6 H 5 N a 3 O 7 )	 M e r c k 	
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C h e mi k ali e n / R e a g e n zi e n 	 H e r st ell e r 	

N P -4 0 	 M e r c k 	

P a g e -R ul e r T M 	P r est ai n e d	 P r ot ei n	 M a r k e r 	 T h e r m o	 S ci e ntifi c 	

P B S	( P h o s p h at -g e p uff e rt e r	i s ot o ni s c h e r	 K o c h s al zl ö s u n g)	 	 Bi o c h r o m	 A G 	

P e ni cilli n /	 St r e pt o m y ci n	( P e n / St r e p)	 	 GI B C O 	

P h o s p h at a s e	I n hi bit o r	 C o c kt ail	 3 	 Si g m a 	

PI	( P r o pi di u mi o di d) 	 Si g m a 	

P r ot e a s e	I n hi bit o r	 C o c kt ail 	 Si g m a 	

P u r o m y ci n 	 I n vit r o g e n	

R h o d a mi n -P h all oi di n -St o c k 	 T h e r m o	 S ci e ntifi c 	

R L T -P uff e r	( β -M e r c a pt o et h a n ol) 	 Q i a g e n	

R N a s e -f r ei e s	 W a s s e r	(A q u a	 a d	i nj e ct a bili) 	 D elt a S el e ct 	

R P E	 P uff e r	 	 Q i a g e n	

R T	 P ri m e r	 Mi x 	 Q i a g e n	

R T	 P uff e r 	 Q i a g e n	

R W 1	 P uff e r	 	 Q i a g e n	

S A H A	 	 C a y m a n 	

S c h w ef el s ä u r e	( H 2 S O 4 )	 M e r c k 	

S D S 	N at ri u m d o d e c yl s ulf at	( S D S) 	 M e r c k 	

S Y B R G r e e n	 	 Qi a g e n 	

T ri c hl o r e s si g s ä u r e	 ( 1 0 0%) 	 M e r c k 	

T ri s	( C 4 H 1 1 N O 3 )	 M e r c k 	

T rit o n	 X -1 0 0	 	 Si g m a 		

T r y p si n -/ E D T A -L ö s u n g	 	 Lif e	 T e c h n ol o gi e s 	

T w e e n -2 0 	 Si g m a 	

W h at m a n	 P a p e r 	 W h at m a n 	

X -G al	 -F ä r b el ö s u n g		 	 P e ql a b 	

β -M e r c a pt o et h a n ol 	 Si g m a 	

	

Di e	 V e r b r a u c h s c h e mi k ali e n	 w u r d e n	 v o n	 M e r c k	 u n d	 Si g m a	 k ä ufli c h	 e r w o r b e n.	 	

Di e	  H D A Ci s 	 L M K 2 2 5	 ( 1 9 e),	 L M K 2 3 3	 ( 1 9 h),	 L M K 2 3 5 	 ( 1 9i),	 L M K 1 6 3	 u n d	 L M K 2 1 4	

w u r d e n	f r e u n dli c h e r w ei s e	 v o n	 d e r	 A G	 P r of.	 D r.	 K u r z	 (I n stit ut	f ü r	 P h a r m a z e uti s c h e	 u n d	

M e di zi ni s c h e	 C h e mi e,	 H ei n ri c h -H ei n e	 U ni v e r sit ät	 D ü s s el d o rf)	 z u r	 V e rf ü g u n g	 g e st ellt. 	
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T a b ell e	 2 .3 :		M ol e k ul a r bi ol o gi s c h e 	Kit s .	

Kit s 	 H e r st ell e r 	

Pi e r c e	 B C A	 P r ot ei n	 Ass a y	 Kit 	 T h e r m o	 Fi s c h e r	 S ci e ntifi c 	

E C L T M 	W est e r n	 Bl otti n g	 D et e cti o n	 Kit	 	 T h e r m o	 Fi s c h e r	 S ci e ntifi c 	

Q u a nti T e ct	 R e v e rs e	 T r a ns c ri pti o n	 Kit 	 Qi a g e n 	

Q u a nti T e ct ®	 S Y B R ®	 G r e e n	 R T -P C R	 Kit 	 Qi a g e n 	

R N e as y	 Mi ni	 Kit 		 Qi a g e n 	

QI As h r e d d e r 	 Qi a g e n 	

C ell Tit e r -Gl o ® 	C ell	 Vi a bilit y	 L u mi n es c e nt	 	 P r o m e g a 	

C as p as e -Gl o ® 	3 / 7	 	 P r o m e g a 	

W est e r n B ri g ht	 Q u a nt u m	 	 Bi o z y m 	

S u p e r	 Si g n al	 W est	 F e mt o	 	 T h e r m o	 Fi s h e r	 S ci e ntifi c 	

Z R	 Pl as mi d	 Mi ni p r e p T M -	Cl assi c	 Kit 	 Z y m o	 R e s e a r c h 	

F ast	 Di g est	 P uff e r 		 F e r m e nt a s 	

Pl as mi d	 M a xi	 Kit 		 Qi a g e n 	

X -t r e m e G E N E	 9	 D N A	 T r a nsf e cti o n	 R e a g e nt		 R o c h e 	

2. 1. 3  P uff er	 u n d	 L ö s u n g e n 	

2. 1. 3. 1  P uff er	 u n d	 L ö s u n g	f ür	 di e	 Z ell z y kl u s -A n al y s e 	

T a b ell e	 2 .4 :	P uff e r	 u n d	 L ö s u n g e n	f ü r	 di e	 Z ell z y kl u s -A n al y s e .	

P uff e r 	 E n d k o n z e nt r ati o n 	

Ni c ol etti -P uff e r 	 	

T rit o n	 X 1 0 0 	 0, 1 % 	

N at ri u m cit r at	( C 6 H 5 N a 3 O 7 )	 0, 1 % 	

P r o pi di u mi o di d	 d e st.	 H 2 O 	 5 0	 µ g / ml 	

P r o pi di u mi o di d -L ö s u n g 	 	 2	 µ g / ml	 P r o pi di u mi o di d	i n	 P B S 	
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2. 1. 3. 2  P uff er	 u n d	 L ö s u n g e n	f ür 	Z yt o c h e mi e 	

T a b ell e	 2 .5 :	P uff e r	 u n d	 L ö s u n g e n	f ü r	 Z yt o c h e mi e .	

P uff e r 	 E n d k o n z e nt r ati o n 	

Fi xi e rl ö s u n g 	 	

F o r m al d e h y d 	a d	 d e st.	 H 2 O 	 4 % 	

P e r m e a bili si e rl ö s u n g 	 	

T rit o n	 X 1 0 0	 a d	 P B S 	 0, 5 % 	

Bl o c ki e rl ö s u n g 	 	

B S A	 a d	 P B S 	 1 % 	

2. 1. 3. 3  P uff er	 u n d	 L ö s u n g e n	f ür	 S A -β -G al a kt o si d a s e	 A s s a y 	

T a b ell e	 2 .6 :	P uff e r	 u n d	 L ö s u n g e n	f ü r	 S A -β -G al a kt o si d a s e	 A s s a y .	

P uff e r 	 E n d k o n z e nt r ati o n 	

Cit r at -/	 P h o s p h at p uff e r 	 	

N a 2 H P O 4 		 2 0 0	 m M 	

C 6 H 8 O 7	 x	 H 2 O 	 1 0 0	 n M 	

* p H	 6	 ei n st ell e n 	 	

Fi x ati v 	 	

F o r m al d e h y d	 3 7 % 	 2 % 	

Gl ut a r al d e h y d 	 0, 2 % 	

a d	 P B S 	 	

X -G al	 F ä r b el ö s u n g 	 	

N a Cl 	 1 5 0	 m M 	

M g Cl 2 	 2	 m M 	

K 3 F e( C N) 6 	 5	 m M 	

K 4 F e( C N) 6 	 5	 m M 	

X -G al 	 1	 m g / ml 	

a d	 Cit r at -/	 P o s p h at p uff e r 	 	
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2. 1. 3. 4  P uff er	 u n d	 L ö s u n g e n	f ür	 R N A -	u n d	 W e st er n	 Bl ot	 A n al y s e n 	

T a b ell e	 2 .7 :	P uff e r	 u n d	 L ö s u n g e n	f ü r	 R N A	 A n al y s e n .	

P uff e r	 u n d	 L ö s u n g e n 	 E n d k o n z e nt r ati o n 	

P r ot ei n	 L y si s	 P uff e r	 RI P A 	 	

N a Cl	 5	 M 	 1 5 0	 m M 	

N P -4 0 	 1 % 	

D O C 	 0. 5 % 	

S D S	 1 0 % 	 0. 1 % 	

E D T A	 0. 5	 M 	 1	 m M 	

T ri s	 p H	 7, 6	 1	 M 	 5 0	 m M 	

a d	 d e st.	 H 2 O 	 	

*f ri s c h e n	 P r ot e a s e	I n hi bit o r	 C o c kt ail	 u n d	

P h o s p h at a s e	I n hi bit o r	 C o c kt ail	j e	 	

1 0	 µl / 1	 ml 	RI P A	 z u g e b e n 	

	

M a st e r mi x 	R e v e r s e	 T r a n s k ri pti o n 	 	

R e v e r s e	 T r a n s k ri pti o n	 M a st e r -Mi x 	 1 x 	

R T -P uff e r 	 4 x 	

R T -P ri m e r	 Mi x 	 1 x 	

	

T a b ell e	 2 .8 :	P uff e r	 u n d	 G el e	f ü r	 W e st e r n 	Bl ot	 A n al y s e n .	

P uff e r	 u n d	 G el e 	 E n d k o n z e nt r ati o n 	

5 x	 Bl otti n g 	P uff e r 	 a d	 d e st.	 H 2 O 	

T ri s 	 0. 2 8	 M 	

Gl y ci n 	 0. 5	 M 	

1 x	 Bl otti n g 	P uff e r	 	 a d	 d e st.	 H 2 O 	

T r a n sf e r	 P uff e r	 5 x	 St o c kl ö s u n g 	 1 x 	

M et h a n ol 	 1 0 % 	

El e kt r o p h o r e s e	 P uff e r 	 a d	 d e st.	 H 2 O 	

1 0 x	 T ri s / Gl y ci n e / S D S	 	 1 x 	

1 0 x	 T B S	 *	 p H	 7. 6	 mit	 H Cl	 ei n st ell e n 	 a d	 d e st.	 H 2 O 	

T ri s 	 0. 5	 M 	

N a Cl 	 1. 5	 M 	
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P uff e r	 u n d	 G el e 	 E n d k o n z e nt r ati o n 	

T B S T	 ( W a s c h p uff e r ) 	 a d	 d e st.	 H 2 O 	

1 0 x	 T B S	 P uff e r	 	 1 x 	

T w e e n	 2 0 	 0. 1 % 	

6	 x	 L a e m mli -P uff e r 	 	

T ri s	 p H 	6, 8 	 3 5 0 	m M 	

S D S 	 3 5 0 	m M 	

Gl y c e r ol 	 3 0 % 	

D T T 	 3, 3 % 	

B r o m p h e n ol bl a u 	 1, 2 	m g 	

Bl o c ki e r -L ö s u n g 	 	

Mil c h p ul v e r	 a d	 T B S T 	 5 % 	

Mil c h p ul v e r	 a d	 T B S T 	 1 % 	

mil d e r	 St ri p pi n g 	P uff e r 	 a d	 d e st.	 H 2 O 	

Gl y ci n 	 1. 5 % 	

S D S	 1 0 %	 L ö s u n g 	 0. 1 % 	

T w e e n	 2 0 	 1 % 	

T r e n n g el	 	 	

H 2 O 	 	

P A A 	 3 0 % 	

T ri s	 p H	 8, 8 	 1, 5	 M 	

S D S 	 1 0 % 	

A P S 	 1 0 % 	

a d	 T E M E D 	 	

S a m m el g el 	 	

H 2 O 	 	

P A A 	 3 0 % 	

T ri s	 p H	 6, 8 	 1	 M 	

S D S 	 1 0 % 	

A P S 	 1 0 % 	

a d	 T E M E D 	 	
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2. 1. 3. 5  P uff er	f ür	 Hi st o n e xtr a kti o n 	

T a b ell e	 2 .9 :	P uff e r	f ü r	 Hi st o n e xt r a kti o n. 	

P uff e r 	 E n d k o n z e nt r ati o n 	

H y p ot o n e r	 L y s e p uff e r 	 	

T ri s -Cl	 p H	 8, 0 	 1 0	 m M 	

K Cl 	 1	 m M 	

M g Cl 2 	 1, 5	 m M 	

D T T 	(Dit hi ot h r eit ol )	 1	 m M	 	

P M S F 	(P h e n yl m et h yl s ulf o n ylfl u o ri d) 	 1	 m M 	

P r ot e a s e -	u n d	 P h o s p h at a s e	I n hi bit o r	

C o c kt ail 	

	

2. 1. 4  Pl a s mi d e 	

T a b ell e	 2 .1 0 :	Pl a s mi d e .	

Pl a s mi d e 	 H e r st ell e r 	u n d	 K at al o g -N u m m e r 	

p c D N A -H D A C 1 -F L A G 	 A d d g e n e 	Pl a s mi d;	 # 1 3 8 2 0 	

p c D N A -H D A C 4 -F L A G 	 A d d g e n e 	Pl a s mi d;	 # 3 0 4 8 5 	
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2. 1. 5  A nti k ör p er	 u n d	 E n z y m e 	

2. 1. 5. 1  A nti k ör p er 	W e st er n	 Bl ot 	

T a b ell e	 2 .1 1 :	 Ü b e r si c ht	p ri m ä r e	 u n d	 s e k u n d ä r e	 A nti k ö r p e r. 	

P ri m ä r -A nti k ö r p e r 	 K o n z e nt r ati o n 	 Bl o c ki n g -V e rf a h r e n 	 H e r k u nft 	

Hi st o n	 H 3 		 1: 2 0 0 0 	 5 %	 Mil c h p ul v e r 	 A cti v e	 M otif 	

Hi st o n	 H 4 	 1: 2 0 0 0 	 1 %	 Mil c h p ul v e r 	 A cti v e	 M otif 	

G e s a mt	 Hi st o n	 H 3 	 1: 1 0 0 0 	 5 %	 Mil c h p ul v e r 	 C ell	 Si g n ali n g	

T e c h n ol o g y 	

C l e a v e d	P A R P 	 1: 1 0 0 0	 	 5 %	 Mil c h p ul v e r 	 C ell	 Si g n ali n g	

T e c h n ol o g y 	

C l e a v e d	C a s p a s e	 3 	 1: 1 0 0 0 	 1 %	 Mil c h p ul v e r 	 C ell	 Si g n ali n g	

T e c h n ol o g y 	

A c et yli e rt e s	 	

α -T u b uli n 	

1: 1 5 0 0 0 	 5 %	 Mil c h p ul v e r 	 Si g m a	 Al d ri c h 	

p 2 1 	 1: 1 0 0 0 	 5 %	 Mil c h p ul v e r 	 S a nt a	 C r u z	

Bi ot e c h n ol o g y 	

H D A C 4 	 1: 5 0 0 	 5 %	 Mil c h p ul v e r 	 S a nt a	 C r u z	

Bi ot e c h n ol o g y 	

S e k u n d ä r -A nti k ö r p e r 	 K o n z e nt r ati o n 	 Bl o c ki n g -V e rf a h r e n 	 H e r k u nft 	

G o at -a nti -R a b bit 	 1: 1 0 0 0 	 1 %	 Mil c h p ul v e r 	 S a nt a	 C r u z	

Bi ot e c h n ol o g y 	

G o at -a nti -M o us e 	 1: 5 0 0 0 	 1 %	 Mil c h p ul v e r 	 S a nt a	 C r u z	

Bi ot e c h n ol o g y 	

2. 1. 5. 2  E n z y m e 	

T a b ell e	 2 .1 2 :	Ü b e r si c ht	 d e r 	v e r w e n d et e n	 E n z y m e. 	

E n z y m e 	 H e r st ell e r 	

Q u a nti s c ri pt	 R e v e r s e	 T r a n s k ri pt a s e 	 Q i a g e n	
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2. 1. 6  Oli g o n u kl e oti d -Pri m er	 	

T a b ell e	 2 .1 3 :	 Ü b e r si c ht	 d e r	  P ri m e r	 f ü r	 di e	 q R T -P C R.	 D N A	 S e q u e n z e n,	  A nl a g e r u n gs -T e m p e r at u r	 u n d	
P r o d u kt g r ö ß e	si n d	i n	 d e r	 n a c hf ol g e n d e n	 T a b ell e n	 a uf g elist et. 	F w =	 F o r w a r d,	 R v =	 R e v e rs e .	

G E N	

( T r a n s k ri pt ) 	

D N A	 S e q u e n z	 5` -3 	 A n n. T.	

[° C]	

P r o d u kt	

[ b p]	

H e r k u nft 	

p 2 1 	 F w 	 G G A A G A C C A T G T G G A C C T G T 	 5 5 	 1 4 6 	 E u r ofi n s 	
R v 	 G G C G T T T G G A G T G G T A G A A A 	

T S 	 F w 	 A T C A C G G G C C T G A A G C C A 	 5 7 	 1 0 2 	 E u r ofi n s 	

R v 	 G G G T T C T C G C T G A A G C T G A A T T 	

T B P 	 F w 	 A C A A C A G C C T G C C A C C T T A 	 5 5 	 1 1 9 	 E u r ofi n s 	

R v 	 G A A T A G G C T G T G G G G T C A G T 	

H D A C 4 	 	 E x o n 1 2 / 1 3 	 5 5 	 8 6 	 Qi a g e n 	
Q u a nti T e ct	
A s s a y 	

H D A C 5 	 F w 	 A T G T C A G G T C G G G A A C C A T C 	 5 6 	 1 0 8 	 E u r ofi n s 	

R v 	 G G A A C T G G G C A T G G C T C T T 	

H D A C 7 	 	 E x o n 1 5 / 1 6 / 1 7 	 5 5 	 1 2 1 	 Qi a g e n 	
Q u a nti T e ct	
A s s a y 	

H D A C 9 	 F w 	 A A G T A G A G A G G C A T C G C A G A G A 	 5 6 	 1 3 3 	 E u r ofi n s 	

R v 	 T T C G T T G C T G A T T T A C T C A G T A G G 	

2. 1. 7  V er br a u c h s m at eri ali e n 	

T a b ell e	 2 .1 4 :	Ü b e r si c ht	 d e r	 V e r b r a u c h s m at e ri ali e n .	

V e r b r a u c h s m at e ri ali e n 	 H e r k u nft 	

Z ell k ult u r 	

P a st e u r pi p ett e n 	 B r a n d 	

St ri p ett e n	( 2 	ml,	 5 	ml,	 1 0 	ml,	 2 5 	ml) 	 C o st a r 	

Z ell k ult u rfl a s c h e n	 ( T 2 5,	 T7 5) 	 G r ei n e r	 bi o -o n e 	

Z ell k ult u r s c h al e n	( 6 	c m) 	 G r ei n e r	 bi o -o n e 	

Z ell k ult u r pl att e n	( 9 6 -,2 4 -,6 -W ell) 	 G r ei n e r	 bi o -o n e 	

C r y ot u b e 	 T h e r m o -S ci e ntifi c 	

C ell	 S c r a p e r 	 S a r st e dt 	

G r a d u at e d	 Ti p 	 St a rl a b 	

W e st e r n	 Bl ot 	

I m m o bil o n-P	 T r a n sf e r	 M e m b r a n 	 Milli p o r e 	
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V e r b r a u c h s m at e ri ali e n 	 H e r k u nft 	

W h at m a n	 P a p e r 	 W h at m a n 	

q R T -P C R 	

Mi c r o A m p ® F ast	  O pti c al	 9 6 -W ell	  R e a cti o n	

Pl at e 	

A p pli e d	 Bi o s y st e m s 	

Li g ht	 C y cl e r	 C a pill a ri es 	 R o c h e 	

R N e as y	 Mi ni	s pi n	 c ol u m n 	 Q i a g e n	

Mi c r o A m p ® 	O pti c al	 9 6 -W ell	 R e a cti o n	 Pl at e 	 A p pli e d	 Bi o s y st e m s 	

Mi c r o A m p T M 	o pti c al	 A d h esi v e	 Fil m 	 A p pli e d	 Bi o s y st e m s 	

S o n sti g e s 	

F al c o n	 R ö h r c h e n	( 1 5 	ml,	 5 0 	ml) 	 G r ei n e r	 bi o -o n e 	

P ol y st y r e n -R e a g e n z gl a s	 mit	 R u n d b o d e n 	 B D	 Bi o s ci e n c e s 	

S af e -L o c k	 T u b es 	( 0, 5	ml -2 	ml) 	 E p p e n d o rf 	

C o v e r	 Gl ass 	 V W R 	

O bj e ktt r ä g e r 	 E n g el b r e c ht 	

Mi c r o -t o u c h	 Nit r a T e x® 	 A n s ell 	

2. 1. 8  G er ät e 	

T a b ell e	 2 .1 5 :	Ü b e r si c ht	 d e r	 G e r ät e. 	

G e r ät e 	 H e r k u nft 	

q P C R 	

T 3	 T h e r m o c y cl e r 	 Bi o m et r a 	

T ri o -T h e r m o bl o c k T M 	 Bi o m et r a 	

Li g ht C y cl e r ®	 9 6 	 R o c h e 	

W e st e r n	 Bl ot 	

G el el e kt r o p h o r e s e k a m m e r 	 Bi o m et r a 	

T u b e	 R oll e r 	 B e n c h m a r k 	

E nt wi c kl e r m a s c hi n e	 C u ri x	 6 0 	 A gf a 	

Z el lz y kl u s -A n al y s e 	

M A C S Q u a nt	 A n al y z e r 		 Milt e n yi	 Bi ot e c 	

C a s p a s e -Gl o /	 C ell Tit e r -Gl o 	

W all a c	 Vi ct o r	 2 -	M ultil a b el	 C o u nt e r 	 M a r s h all	 S ci e ntifi c 	
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G e r ät e 	 H e r k u nft 	

S c h üttl e r	 	

K S 2 5 0 b asi c 	 I K A-L a b o rt e c h ni k 	

Z e nt rif u g e n 	

5 4 1 8 	 E p p e n d o rf 	

5 8 1 0 	 E p p e n d o rf 	

Mi nis pi n	 	 E p p e n d o rf 	

All e g r a T M 	2I R 	 B e c k m a n n	 C o ult e r 	

All e g r a T M 	G S -1 5 R 	 B e c k m a n n	 C o ult e r 	

Mi k r o s k o p 	

E cli ps e	 T E 2 0 0 0 -S 	 Ni k o n 	

E cli ps e	 E 4 0 0 	 Ni k o n 	

S c a n n e r 	

Li -C o r	 S c a n n e r	 	 C -Di git 	

C a n o S c a n	 4 4 0 0 F	 	 C a n o n 	

B r ut s c h r a n k 	

C O 2 -A U T O -Z E R O 	 H e r a e u s 	

H e r a c ell T M 	1 5 0i 	 T h e r m o	 S ci e ntifi c 	

A b s o r pti o n s m e s s u n g 	

E LI S A	 E as y	 R e a d e r	 E A R	 4 0 0	 A T 	 S L T -L a bi n st r u m e nt s	 A u st ri a 	

E LI S A -L es e g e r ät e	 F L U Ost a r	 O P TI M A 	 B M G 	

N a n o d r o p 	 P e q l a b	( T h e r m o	 S ci e ntifi c)	

S o n sti g e s 	

V o rt e x e r 	 N e ol a b 	

Pi p et u s ® 	 Hi r s c h m a n n 	

Pi p ett e n 	 E p p e n d o rf;	 Gil s o n 	

H ei z s c h r a n k 	 H e r a e u s 	
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2. 1. 9  S oft w ar e	 u n d	 D at e n b a n k e n 	

T a b ell e	 2 .1 6 :	Ü b e r si c ht	 d e r	 v e r w e n d et e n	 S oft w a r e s 	u n d	 D at e n b a n k e n .	

S oft w a r e 	

O ri gi n	 8. 0	( O ri gi n	 L a b	 C o r p o r ati o n) 	

M A C S	 Q u a nt	 S oft w a r e 	

NI S -El e m e nts	 S oft w a r e 	

Mi c r os oft	 W o r d	 S oft w a r e	 2 0 1 1 	

Mi c r os oft	 E x c el	 S oft w a r e	 2 0 1 1 	

D at e n b a n k e n 	

htt p: / / w w w. n c bi. nl m. ni h. g o v 	
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3  M et h o d e n 	

3. 1  K ulti vi er u n g	 v o n	 Ur ot h el k ar zi n o m -Z ellli ni e n 	u n d	 K o ntr oll -Z ell e n 	

3. 1. 1  M e di e n	 u n d	 Z u s ät z e 	

F ü r	 di e	  K ulti vi e r u n g	 d e r	 U C C s 	u n d	  H E K 2 9 3 	w u r d e	  D M E M 	( D ul b e c c o’ s	  M o difi e d	 E a gl e	

M e di u m)	  mit	  Gl ut a m a x	 ( st a bili si e rt e s	  Gl ut a mi n),	 1 0 %	 F C S	 ( hit z ei n a kti vi e rt e s	 f öt al e s	

K äl b e r s e r u m),	 1 0 0	  U / ml	 P e ni cilli n	 u n d	 1 0 0	 µ g / ml	 St r e pt o m y ci n	 ( 1 %	 P e n / St r e p)	

v e r w e n d et.	 All e	 Z ellli ni e n	 w u r d e n	 b ei	 3 7	 ° C	i n	 w a s s e r d a m pf g e s ätti gt e r	 At m o s p h ä r e	 mit	

5 %	 C O 2 -G e h alt	 i m	  B r ut s c h r a n k	 k ulti vi e rt.	  D M E M	 e nt h ält	 n e b e n	  w a c h st u m sf ö r d e r n d e n	

N ä h r st off e	  wi e	  Gl u c o s e,	  A mi n o s ä u r e n,	  Vit a m i n e n	 u n d	 a n o r g a ni s c h e n	 S al z e n	 a u c h	 d e n	

I n di k at o r	 P h e n ol r ot	 ( U m s c hl a g s b e r ei c h:	 p H-W e rt	 6, 4 -8, 2 ).	  D a s	 a u s	 d e m	  Bl ut	 v o n	

Ri n d e rf ö t e n	 g e w o n n e n e	 F C S	 e nt h ält	 W a c h st u m sf a kt o r e n,	 di e	 d a s	 Z ell w a c h st u m	f ö r d e r n.	 	

3. 1. 2  K ulti vi er u n g	 v o n	 h u m a n e n	 Ur ot h el k ar zi n o m -Z ellli ni e n 	

Di e 	U C C s 	w u r d e n	i n	 7 5 c m 2 -K ult u rfl a s c h e n	 mit	 1 2	 ml	 M e di u m	 k ulti vi e rt	 u n d	 all e	 z w ei	 bi s	

vi e r	  T a g e	 p a s s a gi e rt.	  Hi e rf ü r	  w u r d e	 d a s	 alt e	  M e di u m	  mit	 ei n e r	 Pi p ett e	 a b g e s a u gt,	 di e	

Z ell e n	  mit	 8	  ml	 st e ril e m	 P B S	 g e w a s c h e n	 u n d	 d u r c h	 d i e	 I n k u b ati o n	  mit	 2	  ml	  T r y p si n-	

E D T A -L ö s u n g	 ( 0, 0 2 %)	 b ei	 3 7	 ° C	 v o m	 Fl a s c h e n b o d e n	 g el ö st.	 Di e s e	 R e a kti o n	 w u r d e	 n a c h	

c a.	 2	  mi n	 d u r c h	 di e	 Z u g a b e	 v o n	 8	  ml	 f ri s c h e m	  M e di u m	 a b g e st o p pt	 u n d	 di e	 Z ell e n	

g r ü n dli c h	 r e s u s p e n di e rt,	 b e v o r	 ei n	  T eil	 d e r	 Z ell s u s p e n si o n	 i n	 ei n e r	  V e r d ü n n u n g	 v o n	

1: 1 0	i n	 ei n e	 n e u e	 K ult u rfl a s c h e	 mit	 1 2	 ml	 v o r g el e gt e m	 M e di u m	 ü b e rf ü h rt	 w u r d e. 	

Z u r	 l a n gf ri sti g e n	 L a g e r u n g	 i n	 F o r m	 v o n	  G ef ri e r k ult u r e n	  w u r d e n	 di e	 Z ell e n	 g e w a s c h e n,	

t r y p si ni e rt	 u n d	 b ei	 1 0 0 0	 r p m	 5	  mi n	 z e nt rif u gi e rt,	 b e v o r	 d e r	  Ü b e r st a n d	 a b g e n o m m e n	

u n d	 d a s	 Z ell p ell et	 mit	 1	 ml	 ei s k alt e m	 K r y o m e di u m	( F C S	 mit	 1 0 %	 D M S O)	 v e r s et zt	 w u r d e.	

N a c h	 ei n e r	 g r ü n dli c h e n	 R e s u s p e n si o n	 u n d	 Ü b e rf ü h r u n g	i n	 ei n	 K r y o r ö h r c h e n	 w u r d e n	 di e	

Z ell e n	 z u n ä c h st	 2 4	 h	 b ei	 -2 0	 ° C	 u n d	 d a n n	 4	 T a g e	 b ei	 -7 0	 ° C	 ei n g ef r o r e n.	 A n s c hli e ß e n d	

w u r d e n	 di e	  G ef ri e r k ult u r e n	 i n	 fl ü s si g e m	 Sti c k st off	 g el a g e rt.	 Z u r	 e r n e ut e n	  V e r w e n d u n g	

w u r d e n	 di e	 Z ell e n	 b ei	 R T	 a uf g et a ut	 u n d	 di r e kt	i n	 5	 ml	 M e di u m	 ü b e rf ü h rt,	 b ei	 1 0 0 0	 r p m	

5	  mi n	 z e nt rif u gi e rt	 u n d	 d e r	  Ü b e r st a n d	 v e r w o rf e n.	  A n s c hli e ß e n d	  w u r d e	 d a s	 Z ell p ell et	

e r n e ut	i n	 6	 ml	f ri s c h e m	 M e di u m	 a uf g e n o m m e n	 u n d	 di e	 Z ell e n	i n	 2 5	 c m 2 -K ult u rfl a s c h e n	

a u s g e s ät. 	
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3. 1. 3  Z ell z a hl b e sti m m u n g	 	

Di e	 Z ell z a hl b e sti m m u n g	 wi r d	 g e n ut zt,	 u m	 ei n e	 b e sti m mt e	 Z ell z a hl	 p r o	 W ell	 a u s z u s ä e n.	

Hi e rf ü r	 w u r d e	 ei n e	 Z ell s u s p e n si o n	i n	 ei n	 st e ril e s	 F al c o n -R ö h r c h e n	 ü b e rf ü h rt	 u n d	 1 0	 µ l	

a uf	 ei n e	 N e u b a u e r -Z ä hl k a m m e r	 g e g e b e n.	 Mit	 Hilf e	 d e s	 Mi k r o s k o p s	 w u r d e n	 di e	 Z ell e n	i n	

vi e r	  Q u a d r at e n	 a u s g e z ä hlt	 u n d	 d e r	  Mitt el w e rt	 d e r	 Z ell z a hl	 g e bil d et.	  D a	 d a s	

Q u a d r a nt e n v ol u m e n	 0, 1	 µ l	 b et r ä gt,	  w u r d e	 d e r	  Mitt el we rt	  mit	 d e m	  V ol u m e nf a kt o r	

1, 0 	x 	1 0 4 	m ulti pli zi e rt,	 s o	 d a s s	 m a n	 di e	 Z ell z a hl	 p r o	 ml	 M e di u m	 e r h ält.	 	

3. 1. 4  A u s s ä e n	i m	 W ell -F or m at	 	

D a s	 a u s	 d e r	 Z ell z ä hl u n g	 b e r e c h n et e	  V ol u m e n	 a n	 Z ell s u s p e n si o n	  w u r d e	 i n	 ei n	 F al c o n -

R ö h r c h e n	 g e g e b e n	 u n d	  mit	 f ri s c h e m	  M e di u m	 a uf g ef üllt,	 u m	 di e	 g e w ü n s c ht e	  A n z a hl	 a n	

Z ell e n	i n	 d e m	 b e n öti gt e n	 A u s s a at v ol u m e n	 z u	 e r h alt e n.	 Di e	 Z ell e n	 w u r d e n	 a n s c hli e ß e n d	

i n	 v e r s c hi e d e n e n	 M e h rf a c h-W ell -Pl att e n	 a u s g e s ät 	( T a b.	 3. 1).	

T a b ell e	 3 .1 :	 A u s s a at -S c h e m a	 f ü r	 di e	 ei n z el n e n	  W ell -F o r m at e.	 Di e	  K ulti vi e r u n g	 d e r	 Z ell e n	 f ü r	 di e	
ei n z el n e n	 V e rs u c h e	 w u r d e	 ei n h eitli c h	 a n h a n d	 di es es	 S c h e m as	 v oll z o g e n. 	

Pl att e 	 Z ell z a hl /	 W ell 	 A u s s a at v ol u m e n	 [ µ[ µ l]] 	 B e h a n dl u n g s v ol u m e n 	[ µ[ µ l]] 	

9 6 -W ell 	 2. 0 0 0 	 5 0 	 5 0 	

2 4 -W ell 	 1 0. 0 0 0 	 5 0 0 	 5 0 0 	

6 -W ell 	 5 0. 0 0 0 	 2 0 0 0 	 2 0 0 0 	

	
A uf	  G r u n d	 d e r	 ä h nli c h e n	 P r olif e r ati o n s g e s c h wi n di g k eit	  w u r d e	 f ü r	 all e	 Z ellli ni e n	 di e	

gl ei c h e	 Z ell z a hl	 p r o	  W ell	 v e r w e n d et.	  N a c h	 d e m	  A u s s ä e n	  w u r d e n	 di e	 Z ell e n	 2 4	 h	 b ei	

3 7 	° C	 u n d	 5%	 C O 2 	k ulti vi e rt,	 b e v o r	 si e	 b e h a n d elt	 w u r d e n. 	

3. 2  B e h a n dl u n g	 mit	 H D A C -I n hi bit or e n	

F ü r	 ei n e	 b e s s e r e	 L ö sli c h k eit	 d e r	I n hi bit o r e n	i n	 D M E M	 w u r d e n 	di e	 S u b st a n z e n	 z u n ä c h st	

i n	 1 0 0%	  D M S O	 g el ö st.	  W e g e n	 d e r	 z yt ot o xi s c h e n	  Wi r k u n g	 v o n	  D M S O	  w u r d e	 z u r	

K ulti vi e r u n g	 d e r	 Z ell e n	 ei n e	  K o n z e nt r ati o n	 v o n	 ei n h eitli c h	 0, 1 %	 v e r w e n d et.	 I n	 ei n e r	

V e r d ü n n u n g s r ei h e	 w u r d e n	 j e	 n a c h	 I n hi bit o r	 v e r s c hi e d e n e	 St a m m k o n z e nt r ati o n e n	 v o n	

0, 2 -2 0	  m M	 h e r g e st ellt,	 di e	  mit	  D M E M	 i m	  V e r h ält ni s	 1: 1 0 0 0	 b z w.	 1: 2 0 0 0	 g e mi s c ht	

w u r d e n,	 s o	 d a s s	f ol g e n d e	 E n d k o n z e nt r ati o n e n	 e nt st a n d e n	( T a b.	 3. 2):	 	
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T a b ell e	 3 .2 :	I n hi bit o r-E n d k o n z e nt r ati o n e n	f ü r	 di e	 B e h a n dl u n g	 d e r	 U C -Z ellli ni e n. 	

I n hi bit o r	 I n hi bit o r-E n d k o n z e nt r ati o n	 [ µ[ µ M ]] 	

L M K 2 3 5	 ( 1 9i ) 	 0, 1 	 0, 2 5 	 0, 5 	 0, 7 5 	 1 	 1, 5 	 2 	 3 	 4 	 5 	 1 0 	

L M K 2 3 3	 ( 1 9 h ) 	
L M K 2 2 5	 ( 1 9 e ) 	
L M K 1 6 3	 ( 1 6 e ) 	
L M K 2 1 4	 ( 1 6f ) 	

0, 1 	 0, 2 5 	 0, 5 	 0, 7 5 	 1 	 2 	 3 	 3, 5 	 4 	 5 	 1 0 	

	
F ü r	 d a s	 m ut m a ßli c h e	 St off w e c h s el p r o d u kt	 L M K 2 3 5 -C O O H	 w u r d e n	 E n d k o n z e nt r ati o n e n	

v o n	 2 0	 µ M	 bi s	 1	  m M	 v e r w e n d et.	  Di e	 a m	  V o rt a g	 a u s g e s ät e n	 Z ell e n	  w u r d e n	  mit	 d e r	

I n k u b ati o n sl ö s u n g	 b e h a n d elt	 u n d	 2 4	 h,	4 8	 h	 o d e r	 7 2	 h	 b ei	 3 7	 ° C	 u n d	 5 %	 C O 2 	k ulti vi e rt.	

F ü r	 di e	 v e r s c hi e d e n e n	  W ell -F o r m at e	  w u r d e n	 u nt e r s c hi e dli c h e	  B e h a n dl u n g s v ol u mi n a	

ei n g e s et zt	 ( T a b.	 3. 1).	  A uf	 di e	 9 6 -W ell -Pl att e n	  w u r d e	 d a s	 gl ei c h e	  V ol u m e n	 a n	

I n k u b ati o n sl ö s u n g	 ( V e r h ält ni s	 1: 1 0 0 0)	 z u m	 b e r eit s	 v o r h a n d e n e n	  A u s s a at v ol u m e n	

hi n z u g e g e b e n.	  A u s	 d e n	 6 -	 u n d	 2 4 -W ell -Pl att e n	  w u r d e	 z u n ä c h st	 d a s	  A u s s a at -M e di u m	

a b g e s a u gt,	 b e v o r	 di e	 Z ell e n	  mit	 d e r	 I n k u b ati o n sl ö s u n g	 ( V e r h ält ni s	 1: 2 0 0 0)	 b e h a n d elt	

w u r d e n. 		

3. 3  H er st ell u n g	 v o n	 H D A C 4	 u n d	 H D A C 1	 ü b er e x pri mi er e n d e n	 U C -Z ell v ari a nt e n 	
s o wi e	 K o ntr oll -V e kt or	 Z ell v ari a nt e n 	

Di e	i n	 di e s e r	 A r b eit	 v e r w e n d et e n,	 st a bil	t r a n s d u zi e rt e n	 Z ell v a ri a nt e n 	d e r	 Z ellli ni e n	 V M -

C U B 1	 u n d	  U M -U C -3	  mit	  H D A C 1	 u n d	  H D A C 4	  Ü b e r e x p r e s si o n	 s o wi e	 di e	  K o nt r oll -V e kt o r	

Z ell e n	 w u r d e n	 v o n	 C o n st a n z e	 Wi e k	 ( C o n st a n z e	 Wi e k,	 2 0 1 1) 	( F o r s c h u n g sl a b o r	 d e r	 H al s -,	

N a s e n -,	  O h r e n kli ni k,	  U ni v er sit ät s kli ni k u m	  D ü s s el d o rf) 	 s o wi e	 M a ri a	 Pi n k e r n eil	

( U r ol o gi s c h e s	 F o r s c h u n g sl a b o r,	  H ei n ri c h -H ei n e -U ni v e r sit ät	  D ü s s el d o rf)	 h e r g e st ellt	 u n d	

fr e u n dli c h e r w ei s e	 z u r	 V e rf ü g u n g	 g e st ellt. 	

Z u r	  H e r st ell u n g	  H D A C 4	 ü b e r e x p ri mi e r e n d e r	 Z ellli ni e n	  w u r d e	 H D A C 4 -c D N A	 a u s	 d e m	

p c D N A -H D A C 4 -F L A G	 Pl a s mi d	 i n	 d e n	 l e nti vi r al e n	  V e kt o r	 p u c 2 C L 1 2I P w o	 n a c h	

St a n d a r d v e rf a h r e n 	 kl o ni e rt,	 s o d a s s 	 d e r	  V e kt o r	 p u c 2 C L 1 2I P w o -H D A C 4 -F L A G	 e r z e u gt	

w u r d e .	A u s g e h e n d	 v o m	 p c D N A -H D A C 1 -F L A G	 Pl a s mi d	  w u r d e	 d a s	 i d e nti s c h e	  V e rf a h r e n	

z u r	  H e r st ell u n g	  H D A C 1	 ü b e r e x p ri mi e r e n d e r	 Z ellli ni e n	 a n g e w a n dt.	 Di e	 I nt e g rit ät	 d e r	

H D A C 4 -k o di e r e n d e n	 S e q u e n z	 i m	 V e kt o r	w u r d e	 d u r c h	 S e q u e n zi e r u n g	 v e rifi zi e rt. 		

Di e	 L e nti vi r u s -P r o d u k ti o n	 u n d	 Z ellt r a n s d u kti o n	 e rf ol gt e	 a n h a n d	 ei n e s	 P r ot o k oll s,	

w el c h e s	 a u sf ü h rli c h	 i n	 P u bli k ati o n e n	 u n s e r e r	  K o o p e r ati o n s p a rt n e r	 b e s c h ri e b e n	 i st	

( S c h mi dt	 et	 al.,	 2 0 1 5;	 C.	  Wi e k	 et	 al.,	 2 0 1 5) .	  D a b ei	  w u r d e n	 f ü r	 di e	  H e r st ell u n g	
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r e pli k ati o n s -d efi zi e nt e r	 L e nti vi r e n	  H E K -2 9 3 T -Z ell e n	  mit	 ei n e m 	 H elf e r -P l a s mi d	

( p C D / N L-B H 	( X.	 Y.	 Z h a n g	 et	 al.,	 2 0 0 4) ),	 ei n e m	H üll v e kt o r	 ( p c z V S V-G 	( Pi et s c h m a n n	 et	 al.,	

1 9 9 9) )	 u n d	 d e n	  V e kt o r -P l a s mi d e n	 p u c 2 C L 1 2I P w o,	 p u c 2 C L 1 2I P w o -H D A C 1 -F L A G 	 o d e r	

p u c 2 C L 1 2I P w o -H D A C 4 -F L A G 	 tr a n sfi zi e rt .	 Vi r al e	 P a rti k el	  w u r d e n	 4 8	 h	 n a c h	 d e r	

T r a n sf e kti o n	 g e e r nt et	 u n d	 z u r	  T r a n s d u kti o n	 v o n	  V M -C U B 1	 u n d	  U M -U C -3	 Z ell e n	

v e r w e n d et.	 2 4	 h 	 n a c h	 d e r	  T r a n s d u kti o n	  w u r d e	 d e r	  Ü b e r st a n d	 e ntf e r nt	 u n d	 di e	

t r a n s d u zi e rt e n	 Z ell e n	 mit	 4	 µ g / ml	 ( V M-C U B 1)	 o d e r	 1	 µ g / ml	 ( U M-U C -3) 	P u r o m y ci n	 f ü r	

si e b e n	 T a g e	 s el e kti e rt.	 Di e	 st a bil e	 Ü b e r e x p r e s si o n	 w u r d e	 d u r c h	 W e st e r n -Bl ot	 A n al y s e n 	

ü b e r	 m e h r e r e 	P a s s a g e n 	hi n w e g 	b e st äti gt. 	Di e	 H D A C 4	 b z w.	 H D A C 1	 ü b e r e x p ri mi e r e n d e n	

Z ellli ni e n	  w e r d e n	 i m	 F ol g e n d e n	 al s	  H D A C 4	 b z w.	  H D A C 1	 Z ell v a ri a nt e n,	 di e	  K o nt r oll -

V e kt o r	 Z ellli ni e n	 al s	 L e e r v e kt o r -	( L V-)	 Z ell v a ri a nt e n	 b e z ei c h n et 	( K al et s c h	 et	 al.,	 2 0 1 8) .	

3. 4  R N A -A n al y s e 	

3. 4. 1  R N A -Pr ä p ar ati o n 	

Di e	  G e wi n n u n g	 v o n	  R N A	  w u r d e	  mit	 d e m	 „ R N e as y	  Mi ni	  Kit “	 n a c h	  H e r st ell e r a n g a b e n	

d u r c h g ef ü h rt.	  Di e	 Z ell e n	  w u r d e n 	i n	 6-W ell	 Pl att e n	 ü b e r	 2 4	 h	 u n d	 4 8	 h	  mit	 1	 µ M	 u n d	

2 	µ M	 1 9i	 k ulti vi e rt.	 Al s	 R ef e r e n z	 di e nt e n	 di e	 mit	 D M S O	 ( 1: 2 0 0 0)	 b e h a n d elt e n	 Z ell e n.	 Al s	

p a n -H D A Ci -K o nt r oll e	 w u r d e	 2, 5	 µ M	 S A H A	 v e r w e n d et.	 F ü r	 di e	 L y s e	 d e r	 Z ell e n	 w u r d e	 d a s	

M e di u m	 a b g e n o m m e n,	 di e	 Z ell e n	  mit	 2	  ml	 P B S	 p r o	  W ell	 g e w a s c h e n	 u n d	 3 5 0	 µ l	  R L T-

P uff e r	 ( 1 %	 β -M e r c a pt o et h a n ol )	 p r o	  W ell	 a uf g et r a g e n.	 E v e nt u ell	 v o r h a n d e n e	  R N A s e n	

w u r d e n	 d u r c h	 d a s	 i m	  R L T -P uff e r	 v o r h a n d e n e	  G u a ni di ni u mt hi o c y a n at	 i n a kti vi e rt.	  D a s	

Z elll y s at	 w u r d e	 r e s u s p e n di e rt,	 a uf	 ei n e	 QI As h r e d d e r -S ä ul e	 ü b e rf ü h rt	 u n d	 2	 mi n	 b ei	 2 0 0 0	

r p m	 z e nt rif u gi e rt,	 s o d a s s	 u nl ö sli c h e s	 M at e ri al	 e ntf e r nt	 u n d	 di e	 Vi s k o sit ät	 d e s	 Z elll y s at e s	

v e r mi n d e rt	  wi r d .	 Z u r	  R N A-P r ä p a r ati o n	  w u r d e n	 7 0 %	 Et h a n ol	 ( 1: 1)	 a uf	 d a s	 Z elll y s at	

g e g e b e n.	  D a s	 g e s a mt e	  V ol u m e n	  w u r d e	 a uf	 ei n 	 f ri s c h es	 R N e as y	  Mi ni	 s pi n	 c ol u m n 	

ü b e rf ü h rt	 u n d	 3 0	 s e c.	 b ei	 1 2 0 0 0	 r p m	 z e nt rif u gi e rt.	  D a n a c h	  w u r d e	 di e	  R N A	  mit	 7 0 0	 µl	

R W 1	 P uff e r	 u n d	 z w ei	  M al	  mit	 j e	 5 0 0	 µl	  R P E	 P uff e r	 g e w a s c h e n,	 u m	 Et h a n ol	 u n d	

V e r u n r ei ni g u n g e n	 z u	 e ntf e r n e n.	 Z wi s c h e n	j e d e m	 S c h ritt	 w u r d e	 ei n	 M al	 3 0	 s e c	 b z w.	 a m	

E n d e	 2	 mi n	 b ei	 1 2 0 0 0	 r p m	 z e nt rif u gi e rt.	 Di e	 S ä ul e n	 w u r d e n	 d a n n	 z u m	 T r o c k n e n	 a uf	 ei n	

n e u e s	  A bf all g ef ä ß	 ü b e rf ü h rt,	 n o c h m al s	 1	  mi n	 b ei	 1 2 0 0 0	 r p m	 z e nt rif u gi e rt	 u n d	 a uf	 ei n	

n e u e s	 E p p e n d o rf -R ö h r c h e n	 v e rl a g e rt.	  Mitt el s	 5 0	 µl	  R N A s e -f r ei e m	  W a s s e r	  w u r d e	 di e	

R N A	i n	 di e s e s	 R ö h r c h e n	 el ui e rt	 u n d	 di e	 P r o b e n	 b ei	 -8 0	° C	 g el a g e rt. 	
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3. 4. 2  R e v er s e	 Tr a n s kri pti o n 	

Di e s e r	  V o r g a n g	  wi r d	 g e n ut zt,	 u m	  R N A	  mit hilf e	 d e s	 E n z y m s	  R e v e r s e	  T r a n s k ri pt a s e	

( vi r al e	  R N A-a b h ä n gi g e	  D N A -P ol y m e r a s e)	 i n	 c D N A	 ( c o m pl e m e nt a r y	  D N A)	

u m z u s c h r ei b e n.	  D af ü r 	 w u r d e	 d a s	 Q u a nti T e ct	  R e v e rs e	 T r a ns c ri pti o n	  Kit 	 n a c h	

H e r st ell e r a n g a b e n	 v e r w e n d et.	  Di e	  K o n z e nt r ati o n	 u n d	  R ei n h eit	 d e r	  R N A	  w u r d e	

p h ot o m et ri s c h	 b e sti m mt.	  V o n	 j e d e r	 P r o b e	  w u r d e	 1	 µ g	  R N A	 i n	  R N A s e -f r ei e m	  W a s s e r	

v e r w e n d et.	 Di e s e	 w u r d e	 z u n ä c h st	 mit	 g D N A	 Wi p e o ut	 B u ff e r	v e r s et zt,	 u m	 di e	 g e n o mi s c h e	

D N A	 b ei	 4 2	 ° C	 d u r c h	 D N A s e	 z u	 e ntf e r n e n.	 Di e	 R e v e r s e	 T r a n s k ri pti o n	 e rf ol gt e	 b ei	 4 2	 ° C,	

i n d e m	 Q u a ntis c ri pt	  R e v e rs e	 T r a ns k ri pt as e,	  Q u a ntis c ri pt	  R T	  B uff e r	 u n d 	 R T	 P ri m e r	  Mi x 	

hi n z u g e g e b e n	  w u r d e n.	  D a s	 fi n al e	  R e a kti o n s v ol u m e n	 b et r u g	 2 0	 µl	 i n	  W a s s e r.	  N a c h	 3 0	

mi n	 w u r d e	 di e	 R e v e r s e	 T r a n s k ri pt a s e	 b ei	 9 5	 ° C	f ü r	 3	 mi n	i n a kti vi e rt	 u n d	 d i e	 e r h alt e n e	

c D N A	 1: 2 0	 i n	  R N A s e -f r ei e m	  W a s s e r	 v e r d ü n nt.	  Di e s e	  w u r d e	 bi s	 z u r	  w eit e r e n	

V e r w e n d u n g	 b ei	 -2 0	° C	 g el a g e rt. 	

3. 4. 3  Q u a ntit ati v e	 R e al	 Ti m e	 P ol y m er a s e -K ett e nr e a kti o n 	

B ei	 d e r	 q u a ntit ati v e n	  R e alti m e -P C R	  wi r d	  mit	  Hilf e	 ei n e s	 fl u o r e s z i e r e n d e n	 F a r b st off e s	

(S Y B R G r e e n ),	  w el c h e r	 i n	 d o p p el st r ä n gi g e	  D N A	 i nt e r k ali e rt,	 di e	 e x p o n e nti ell e	

A m plifi k ati o n	 d e r	  D N A	 d et e kti e rt.	  D e r	  A n sti e g	 d e r	 Fl u o r e s z e n z	 i st	 d a b ei	 p r o p o rti o n al	

z u m	  A n sti e g	 d e r	 a m plifi zi e rt e n	  D N A -M e n g e,	 s o	 d a s s	 ei n e	  Q u a ntifi zi e r u n g	 d e r	

A u s g a n g s m e n g e	 a n	 T e m pl at e -c D N A 	 m ö gli c h	 i st.	 Ei n	 P C R -Z y kl u s	 b e st e ht	 a u s	 d e r	

D e n at u ri e r u n g,	 A n n e ali n g 	 d e r	 P ri m e r	 u n d	 El o n g ati o n	 d e s	  T o c ht e r st r a n g s.	  Di e	

Fl u o r e s z e n z	  wi r d	 n a c h	 j e d e m	 P C R -Z y kl u s	 g e m e s s e n.	  Di e	  Hi nt e r g r u n dfl u o r e s z e n z	 d e s	

F a r b st off e s	 wi r d	 z u r	 B e sti m m u n g	 d e s	 S c h w ell e n w e rt e s	 („ T h r es h ol d “)	 g e n ut zt.	 D u r c h	 d a s	

e x p o n e nti ell e	 W a c h st u m	 d e s	 P C R -P r o d u kt e s	 st ei gt	 di e	 Fl u o r e s z e n z	 b ei	j e d e m	 Z y kl u s	 a n.	

D e r	 Ct -W e rt 	 („C y cl e	 t h r es h ol d “)	 gi bt	 d a b ei	 d e n	 P u n kt	 a n,	 b ei	 d e m	 di e	 Fl u o r e s z e n z	

si g nifi k a nt	 ü b e r	 di e	  Hi nt e r g r u n dfl u o r e s z e n z	 st ei gt.	 J e	 n a c h 	 D N A -A u s g a n g s g e h alt	 i st	

d af ü r	 ei n e	 u nt e r s c hi e dli c h e	  A n z a hl	 a n	 P C R -Z y kl e n	 n ot w e n di g.	  A u s g e h e n d	 v o n	 d e r	

A n n e ali n g -T e m p e r at u r	  wi r d	 di e	 c D N A	 all m ä hli c h	 a uf	 9 5	 ° C	 e r hit zt,	 s o d a s s	 di e	

d o p p el st r ä n gi g e	 D N A	 b ei	 ei n e r	 s p e zifi s c h e n	 S c h m el zt e m p e r at u r	 d e n at u ri e rt. 	D a b e i	f ällt	

di e	 Fl u o r e s z e n z	 a b,	  w e n n	 di e	 d o p p el st r ä n gi g e	  D N A	 ei n z el st r ä n gi g	  wi r d.	  Di e s e	

T e m p e r at u r	  wi r d	 i n	 d e r	 e r st e n	  A bl eit u n g	 d e r	 S c h m el z k u r v e	 al s	  M a xi m u m	 d a r g e st ellt.	

Di e	 a b s ol ut e	 Q u a ntifi zi e r u n g	 d e r	 P C R -R e a kti o n	 wi r d	 d u r c h	 d e n	 V e r gl ei c h	 d e s	 Ct -W e rt es 	

d e r	 P r o b e n	 mit	 d e m	 d e r	i n	 d r ei	 V e r d ü n n u n g e n	 ei n g e s et zt e n	 St a n d a r d -c D N A	 e r m ö gli c ht. 	
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Di e	  M e s s u n g e n	 e rf ol gt e n	 i n	 ei n e r	 9 6 -W ell -Pl att e.	 F ü r	 di e	 St a n d a r d ei c h g e r a d e	  w u r d e	

ei n e	 V e r d ü n n u n g	 v o n	 1: 1 0,	 1: 1 0 0	 u n d	 1: 1 0 0 0	 ei n g e s et zt.	 F ü r	 di e	 A n al y s e	 w u r d e n	j e	 2	 µl	

c D N A	 ( 1: 2 0 	v e r d ü n nt)	 mit	 1 8	 µl	 M a st e r mi x 	( T a b.	 2. 7)	g e mi s c ht,	 k u r z	 a b z e nt rif u gi e rt	 u n d	

a n s c hli e ß e n d	 a m	 Li g ht C y cl e r ®	 9 6 	 g e m e s s e n.	  Di e	 Z u s a m m e n s et z u n g 	 d e r	 o pti mi e rt e n	

P C R -B e di n g u n g e n	 f ü r	 di e	 j e w eili g e n	 P ri m e r	 i st	 i n	  T a b ell e	 2. 1 3 	 d a r g e st ellt.	  Di e	

e r mitt elt e n	  W e rt e	  w u r d e n	 z u n ä c h st	 a uf	 d a s	  R ef e r e n z g e n	 T A T A -B o x 	bi n d e n d e s	 P r ot ei n	

( T B P)	 u n d	 a n s c hli e ß e n d	 a uf	 d e n	 Mitt el w e rt	 d e r	 mit	 D M S O	 b e h a n d elt e n	 Z ell e n	 n o r mi e rt.	

A n s c hli e ß e n d	  w u r d e	 a u s	 d e n	  W e rt e n	 v o n	 z w ei	  V e r s u c h e n	 d e r	  Mitt el w e rt	 g e bil d et	 u n d	

di e	 St a n d a r d a b w ei c h u n g	 b e r e c h n et .	

3. 5  Pr ot ei n -A n al y s e 	

3. 5. 1  Pr ä p ar ati o n	 v o n	 Pr ot ei nl y s at e n 	

F ü r	 di e	 E x p r e s si o n s a n al y s e	 n a c h	 2 4	 h	 u n d	 4 8	 h	 mit	 1 9i	 B e h a n dl u n g	 w u r d e n	 di e	 Z ell e n	

i m	 s el b e n	 A n s at z	 wi e	f ü r	 di e	 R N A-P r ä p a r ati o n	 k ulti vi e rt	 ( A b s.	 3. 4 . 1).	 F ü r	 di e	 E r nt e	 d e r	

P r ot ei n e	  w u r d e	 d a s	  M e di u m	 a b g e n o m m e n 	u n d	 n a c h	 d e m	  W a s c h e n	 d e r	 Z ell e n	  mit	 P B S	

5 0 -7 0	 µ l	  RI P A-P uff e r	 ( P r ot e a s e -	 u n d	 P h o s p h at a s e -I n hi bit o r	 i m	  V e r h ält ni s	 1: 1 0 0)	

a uf g et r a g e n.	 Di e	 Z ell e n	 w u r d e n	 3 0	 mi n	 a uf	 Ei s	l y si e rt,	 b e v o r	 si e	 mit	 ei n e m	 S c h a b e r	 v o n	

B o d e n	 g el ö st	 w u r d e n,	i n	 ei n	 E p p e n d o rf	 R ö h r c h e n	 ü b e rf ü h rt	 u n d	 b ei	 1 2 0 0 0	 r p m	 1 0	 mi n	

b ei	 4	 ° C	 z e nt rif u gi e rt	  w u r d e n,	 u m	 Z ellt r ü m m e r	 z u	 e ntf e r n e n.	  D e r	  Ü b e r st a n d	  w u r d e	 i n	

ei n	f ri s c h e s	 G ef ä ß	 ü b e rf ü h rt	 u n d	 b ei	 -8 0	° C	 g el a g e rt. 	

U m	 di e	 P r ot ei n e x p r e s si o n	 ü b e r	 m e h r e r e	 Z ell p a s s a g e n	 hi n w e g	 z u	 e r mitt el n,	 w u r d e	 n a c h	

j e de r	 P a s s a g e	 ei n	 T eil	 d e r 	Z ell s u s p e n si o n	i n	 ei n e	 2 5	 c m 2 -K ult u rfl a s c h e	 g e g e b e n	 u n d	 b i s	

z u	 ei n e r	 K o nfl u e n z	 v o n	 8 0 -9 0 %	 k ulti vi e rt.	 A n s c hli e ß e n d	 w u r d e	 d a s	 M e di u m	 a b g e s a u gt,	

di e	 Z ell e n	 g e w a s c h e n	 u n d	  mit	 2 5 0	 µ l	  RI P A-P uff e r	 b e h a n d elt.	  Di e	  w eit e r e n	 S c h ritt e	

e nt s p r a c h e n	 d e m	 o b e n	 g e s c hil d e rt e n	 V o r g a n g. 	

3. 5. 2  Hi st o n pr ä p ar ati o n 	

F ü r	 di e	  Hi st o n p r ä p a r ati o n	 n a c h	 2 4	 h	 u n d	 4 8	 h	  B e h a n dl u n g	  w u r d e,	 n a c h d e m	 di e	

Z ellli ni e n	 p a s s a gi e rt	  w u r d e n,	 di e	 Z ell s u s p e n si o n	 a uf	 2 5	 c m 2 -K ult u rfl a s c h e n	  mit	 5	  ml	

v o r g e g e b e n e m	  D M E M	 v e rt eilt	 u n d	 2 4	 h	 b ei	 3 7	 ° C	 u n d	 5%	 C O 2 	 k ulti vi e rt.	  N a c h	 d e m	

A b s a u g e n	 d e s	 alt e n	  M e di u m s	  w u r d e n	 a m	 F ol g et a g	 di e	 Z ell e n	  mit	 5	  ml	

I n k u b ati o n s m e di u m	 mit	 1	 µ M	 u n d	 2	 µ M	 1 9i	 b e h a n d elt.		
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F ü r	 di e	 E r nt e	 d e r	 Z ell e n	 s o wi e	 G e wi n n u n g	 d e r	 Hi st o n e	 w u r d e	 n a c h	 2 4	 h	 u n d	 4 8	 h	 d a s	

M e di u m	 a b g e s a u gt,	 di e 	Z ell e n	 mit	 P B S	 g e w a s c h e n	 u n d	 mit	 1	 ml	 T r y p si n -E D T A	 g el ö st.	 Di e	

R e a kti o n	  w u r d e	  mit	 4	  ml	 f ri s c h e m	  D M E M	 a b g e st o p pt	 u n d	 di e	 Z ell s u s p e n si o n	 i n	 ei n	

st e ril e s	 F al c o n	 R ö h r c h e n	 ü b e rf ü h rt.	 Di e s e	 w u r d e n	 b ei	 1 0 0 0	 r p m	 5	 mi n	 z e nt rif u gi e rt,	 d e r	

Ü b e r st a n d	 a b g e n o m m e n,	 d a s	 P ell et	 mit	 1	 ml	 P B S	 g e w a s c h e n	 u n d	 e r n e ut	 b ei	 1 0 0 0	 r p m	 5	

mi n	 z e nt rif u gi e rt.	  N a c h	  A b n a h m e	 d e s	 P B S	  w u r d e	 d a s	 Z ell p ell et	 o pti o n al	 b ei	 -2 0	 ° C	

g el a g e rt. 	

Di e	  Hi st o n e xt r a kti o n	 e rf ol gt e	  mitt el s	 s a u r e r	 E xt r a kti o n	 ( S h e c ht e r	 et	 al.,	 2 0 0 7) .	  D a s	

Z ell p ell et	  w u r d e	 i n	 1	  ml	 h y p ot o ni s c h e m	 L y si s p uff e r	 r e s u s p e n di e rt	 u n d	 i n	 ei n	 f ri s c h e s	

E p p e n d o rf -R ö h r c h e n	 ü b e rf ü h rt.	  Di e s e s	  w u r d e	 1	 h	 b ei	 4 	° C	 r oti e rt,	 u m	 di e	 Z ell e n	 d u r c h	

m e c h a ni s c h e	 S c h e r k r äft e	 z u	l y si e r e n.	 Di e	i nt a kt e n	 N u cl ei	 w u r d e n	 a n s c hli e ß e n d	 b ei 	4	 ° C	

u n d	 1 0 0 0 0	 r p m	 1 0	  mi n	 p ell eti e rt,	 d e r	  Ü b e r st a n d	 v e r w o rf e n	 u n d	 di e	  N u cl ei	 i n	 4 0 0	 µ l	

0, 2 	M	 S c h w ef el s ä u r e	( H 2 S O 4 )	 r e s u s p e n di e rt.	 Di e	 N u cl ei	 w u r d e n	 a n s c hli e ß e n d	 ü b e r	 N a c ht	

b ei	 4	° C	 r oti e rt. 	

U m	 ni c htl ö sli c h e	 B e st a n dt eil e 	z u	 e ntf e r n e n,	 w u r d e n	 di e	 P r o b e n	 b ei 	4	 ° C	 u n d	 1 6 0 0 0	 r p m	

1 0	 mi n	 z e nt rif u gi e rt	 u n d	 d e r	 Ü b e r st a n d	i n	f ri s c h e	 E p p e n d o rf -R ö h r c h e n	 ü b e rf ü h rt.	 Z u m	

F äll e n	 d e r	 P r ot ei n e	  w u r d e n	  w ä h r e n d	  m e h r m ali g e r	 I n v e r si o n	 d e r	 P r o b e	 1 3 2	 µ l	

T ri c hl o r e s si g s ä u r e	 ( 1 0 0 %)	 l a n g s a m	 z u r	  Hi st o nl ö s u n g	 g e g e b e n,	 s o d a s s	 si c h	 di e	 L ö s u n g	

mil c hi g	 v e rf ä r bt.	  N a c h	 4	 h	 I n k u b ati o n	 a uf	 Ei s	  w u r d e n	 di e	 P r o b e n	 e r n e ut	 b ei	 4	 ° C	 u n d	

1 6 0 0 0	 r p m	 1 0	 mi n	 p ell eti e rt	 u n d	 di e	 Ü b e r st ä n d e	 v e r w o rf e n.	 Z u r	 E ntf e r n u n g	 d e r	 S ä u r e	

w u r d e	 d a s	 P ell et	  mit	 1	  ml	  A c et o n	 g e w a s c h e n	 u n d	 b ei	 4	 ° C	 u n d	 1 6 0 0 0	 r p m	 5	  mi n	

z e nt rif u gi e rt.	 Di e s e r	 W a s c h v o r g a n g	 w u r d e	i n s g e s a mt	 d r ei	 M al	 d u r c h g ef ü h rt,	 b e v o r	 d e r	

Ü b e r st a n d	 v oll st ä n di g	 e ntf e r nt	  w u r d e	 u n d	 d a s	  Hi st o n -P ell et	 f ü r	 2 0	  mi n	 b ei	  R T	

g et r o c k n et	 w u r d e.	 D a n n	 w u r d e	 d a s	 P ell et	i n	 5 0	 µ l	 R N a s e-f r ei e m	 W a s s e r	 a uf g e n o m m e n,	

d a s	 L y s at	 i n	 ei n	 f ri s c h e s	 E p p e n d o rf -R ö h r c h e n	 ü b e rf ü h rt	 u n d	 b ei	 -8 0	 ° C	 g el a g e rt.	 Z u r	

M e s s u n g	 d e r	  Hi st o n k o n z e nt r ati o n	 i n	 d e n	 L y s at e n	  w u r d e	 ei n e	 q u a ntit ati v e	

P r ot ei n b e sti m m u n g	 d u r c h g ef ü h rt.	  A n s c hli e ß e n d	  w u r d e	 d e r	  A c et yli e r u n g s g r a d	 d e r	

Hi st o n e	 mi tt el s	 W e st e r n	 Bl ot	 b e sti m mt	(A b s .	 3. 5. 5).		

3. 5. 3  Q u a ntit ati v e	 Pr ot ei n b e sti m m u n g 	

Di e	 q u a ntit ati v e	 P r ot ei n b e sti m m u n g	  w u r d e	  mit	 d e m	 Pi e r c e	 B C A	 P r ot ei n	 Ass a y	 Kit 	n a c h	

H e r st ell e r a n g a b e n	 d u r c h g ef ü h rt.	  D e r	  V o r g a n g	 b e r u ht	 a uf	 ei n e r	  K o m pl e x bil d u n g	 v o n	

z w ei	  B C A	  M ol e k ül e n	  mit	 ei n e m	 ei n w e rti g e n	  K u pf e ri o n	 u n d 	 d e m	 P r ot ei n.	  Di e	 vi ol ett e	
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F a r b e	 di e s e s	  w a s s e rl ö sli c h e n	  K o m pl e x e s	 k a n n	 p h ot o m et ri s c h	 b ei	 5 6 2	 n m	 g e m e s s e n	

w e r d e n. 	

Z u r	  B e sti m m u n g	 d e r	 P r ot ei n k o n z e nt r ati o n	  w u r d e n	 j e	 2	 µl	 d e r	 P r ot ei n p r o b e	 b z w.	 5	 µl	

d e r	  Hi st o n p r o b e	 i n	 z w eif a c h e m	  A n s at z	 i n	 ei n e	 9 6 -W ell -Pl att e	 p i p etti e rt.	 F ü r	 di e	

K o n z e nt r ati o n s b e sti m m u n g	  w u r d e n	 1 0	 µl	 d e r	 P r ot ei n p r o b e	 i n	 ei nf a c h e m	  A n s at z	

v e r w e n d et.	  Al s	 St a n d a r d 	di e nt e	 ei n e	  B S A -St a n d a r d r ei h e	 mit	  K o n z e nt r ati o n e n	 v o n	 3 2	 -	

2 0 0 0 	µ g,	 v o n	 d e n e n	 j e	 1 0	 µl	 ei n g e s et zt	  w u r d e n.	  Al s	  Bl a n k	  w u r d e	 b ei	 d e r	

P r ot ei n b e sti m m u n g	 1 0	 µl	  RI P A -P uff e r	 b z w.	 b ei	 d e r	  Hi st o n b e sti m m u n g	 1 0	 µl	  R N A s e -

f r ei e s	  W a s s e r	 v e r w e n d et.	 Z u	 j e d e m	  A n s at z	  w u r d e n	 a n s c hli e ß e n d	 2 0 0	 µl	 F a r bl ö s u n g	

( R e a g e n z	  A	 u n d	  B,	 5 0: 1)	 g e g e b e n	 u n d	 di e	 Pl att e	 3 0	  mi n	 b ei	 3 7	 ° C	 i n k u bi e rt.	  Di e	

A b s o r pti o n	 w u r d e	 b ei	 5 6 2	 n m	 a m	 E LI S A -L es e g e r ät 	F L U Ost a r	 O P TI M A 	g e m e s s e n.	 	

3. 5. 4  S D S -P ol y a cr yl a mi d g el el e ktr o p h or e s e 	

U m	 P r ot ei n e	 d e r	  G r ö ß e	 n a c h	 a uf z ut r e n n e n	  w u r d e	 ei n e	 S D S -P ol y a c r yl a mi d -

G el el e kt r o p h o r e s e	 i n	 v e rti k al e n	  G el k a m m e r n	 d u r c h g ef ü h rt.	 D a b ei	 w e r d e n	 di e	 P r ot ei n e	

d e n at u ri e rt	 u n d	 e r h alt e n	 ei n e	 n e g ati v e	 L a d u n g,	 s o	 d a s s	 all e	 P r ot ei n e	 d a s	 gl ei c h e	 M a s s e -

L a d u n g s -V e r h ält ni s	 b e sit z e n.	  N a c h	  A nl e g e n	 ei n e r	 S p a n n u n g	  w a n d e r n	 di e	 P r ot ei n e	 j e	

n a c h	 G r ö ß e	 s c h n ell e r	 o d e r	l a n g s a m e r	 z u r	 A n o d e. 	

E s	  w u r d e n	 1 2 -1 5 %i g e	 S D S -P ol y a c r yl a mi d -G el e	 v e r w e n d et,	 di e	 v o r h e r 	 i n	 di e	

L a uf a p p a r at u r	 ei n g e s p a n nt	 u n d	 mit	 k alt e m	 L a uf p uff e r	 b ef üllt	 w u r d e n.	 V o n	 d e n	 P r o b e n	

f ü r	 di e	 P r ot ei n-E x p r e s si o n s a n al y s e	  w u r d e n	 1 0	 b z w.	 1 5	 µ g	 ei n g e s et zt,	  mit	  RI P A	 a uf	

mi n d e st e n s	 1 5	 µl	 a uf g ef üllt	 u n d	 mit	 3 -5	 µl	 6 x	 L a e m mli -P uff e r	 v e r s e t zt.	 F ü r	 di e	 Hi st on -

A n al y s e	 w u r d e	 1	 µ g	 a u s	 d e r	 P r o b e	i n	 ei n e m	 V ol u m e n	 v o n	 1 0	 µl	 H 2 O	 ei n g e s et zt	 u n d	 2	 µl	

6 x	 L a e m mli -P uff e r	 hi n z u g e g e b e n.	  D e r	 fi n al e	  A n s at z	  w u r d e	 5	  mi n	 b ei	 9 5	 ° C	 a uf g e k o c ht	

u n d	 i n	 di e	  G elt a s c h e n	 d e s	 S D S -P ol y a c r yl a mi d -G el s	 ü b e rf ü h rt.	  Al s	  G r ö ß e n st a n d a r d	

w u r d e n	 1 0	 µl	 P a g e -R ul e r T M 	 P r est ai n e d	 P r ot ei n	  M a r k e r 	 v e r w e n d et.	  Di e	  A uft r e n n u n g	

e rf ol gt e	 z u n ä c h st	 b ei	 1 3 0	  V olt	 u n d,	 n a c h d e m	 di e	 P r o b e n	 d a s	  T r e n n g el	 e r r ei c ht	 h att e n,	

b ei	 1 7 0	 V olt	f ü r	 c a.	 1	 h.	 	

3. 5. 5  W e st er n	 Bl ot 	

Di e	  mitt el s	 S D S -P a g e	 a uf g et r e n nt e n	 P r ot ei n e	  w u r d e n	 a uf	 ei n e	 P ol y vi n ylfl u o ri d -

M e m b r a n	( P V D F -M e m b r a n),	 di e	 v o r h e r	 3	 mi n	 mit	 M et h a n ol	 a kti vi e rt	 w u r d e,	 ü b e rt r a g e n.	

D e r	 El e kt r ot r a n sf e r	 e rf ol gt e	 i n	 Bl otti n g -P uff e r 	 9 0	  mi n	 b ei	 1 8 0	  m A	 a uf	 Ei s.	 Z u r	

s p e zifi s c h e n	 I d e n tifi k ati o n	 v o n	 P r ot ei n e n	  w u r d e n	 z u n ä c h st	 di e	 u n s p e zifi s c h e n	 f r ei e n	
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Bi n d u n g s st ell e n	 d e r	  M e m b r a n	  mit	 5 %	  M il c h	 ei n e	 St u n d e	 b ei	  R T	 bl o c ki e rt,	 b e v o r	 di e	

M e m b r a n	 a uf	 d e m	 S c h üttl e r	 ü b e r	  N a c ht	 b ei	 4	 ° C	  mit	 d e m	 P ri m ä r a nti k ö r p e r	 i n k u bi e rt	

w u r d e.	 V o r	 u n d	 n a c h	 d e r	 ei n st ü n di g e n	 I n k u b ati o n	 mit	 d e m	 S e k u n d ä r a nti k ö r p e r	 w u r d e	

di e	 M e m b r a n	j e	 3 x	 1 0	 mi n	 mit	 T B S T -P uff e r	 g e w a s c h e n. 	

Z u r	  D et e kti o n	 d e s	  mit	 P e r o xi d a s e	 g e k o p p elt e n	 S e k u n d ä r a nti k ö r p e r s	  w u r d e	 d a s	 E C L T M 	

W est e r n	 Bl otti n g	 D et e cti o n	 Kit	 v e r w e n d et.	 Di e	 M e m b r a n	 w u r d e	 1	 mi n	i n	 W est e r n B ri g ht	

Q u a nt u m	 ( Bi o z y m)	 b z w.	 S u p e r	 Si g n al	 W est	 F e mt o	 i n k u bi e rt.	 Z u r	 Det e kti o n	 w u r d e n	 z w ei	

v e r s c hi e d e n e	  M et h o d e n	 v e r w e n d et.	 I n	 d e r	  D u n k el k a m m e r	 e rf ol gt e	 di e	 E x p o siti o n	 d e r	

Fil m k a s s ett e	 g e g e n	 ei n e n	 C h e m ol u mi n e s z e n zfil m,	  w el c h e r	  mit	 d e m	 C u ri x 6 0	

( B eli c ht u n g s z eit	 3 0	 s e c.	 bi s	 5	  mi n)	 e nt wi c k elt	  w u r d e.	  A n d e r e r s eit s	  w u r d e	 d a s	

O xi d ati o n s p r o d u kt	 a uf	 d e n	 M e m b r a n e n	 mit	 d e m	 Li -C o r	 S c a n n e r 	( B eli c ht u n g s z eit	 bi s	 z u	

1 2	  mi n)	 d et e kti e rt.	  Di e	 v e r w e n d et e n	 P ri m ä r -	 u n d	 S e k u n d ä r a nti k ö r p e r,	 s o wi e	 di e	

A nti k ö r p e r -s p e zifi s c h e n	 B l o c ki n g-V e rf a h r e n	 u n d	  V e r d ü n n u n g e n	 si n d	 i n	 T a b ell e 	 2. 1 1 	

d a r g e st ellt.	 	

3. 5. 6  Stri p pi n g 	

F ü r	 d e n	 N a c h w ei s	 m e h r e r e r	 P r ot ei n e	 a uf	 ei n e r	 M e m b r a n 	w u r d e	 di e	 M e m b r a n	 v o n	 d e n	

g e b u n d e n e n	 P ri m ä r -	u n d	 S e k u n d ä r a nti k ö r p e r n	 b ef r eit.	  D af ü r	  w u r d e	 di e	  M e m b r a n	 2 x	

mit	  mil d e m	 St ri p pi n g -P uff e r	 i n k u bi e rt	 ( T a b.	 2. 8),	s o d a s s	 di e	  A nti k ö r p e r	 b ei	 ei n e m	 p H	

v o n	 2, 2	 d e n at u ri e rt	 w e r d e n. 	N a c h d e m	 di e	 M e m b r a n	 3 x	 1 0	 mi n	 mit	 T B S T	 g e w a s c h e n	 u n d	

di e	 u n s p e zifi s c h e n	  Bi n d u n g s st ell e n 	 1	 h	  mit	 5 %	  Mil c h	 bl o c ki e rt	  w u r d e n,	 k o n nt e	 di e	

M e m b r a n	 z u r	I m m u n d et e kti o n	 w eit e r e r	 P r ot ei n e	 v e r w e n d et	 w e r d e n. 	

3. 6  F u n kti o n ell e	 V er s u c h e 	

3. 6. 1  M T T -Vi a bilit ät s a s s a y 	

D e r	  M T T -Vi a bilit ät s -T e st 	 ( M T T,	 T hi a z ol yl	 bl u e	 f o r m a z a n ,	  M 2 1 2 8-G )	 i st	 ei n e	

k ol o ri m et ri s c h e	  M et h o d e	 f ü r	 d i e	  B e sti m m u n g	 d e r	 Z ell vi a bilit ät.	  Hi e r b ei	 k a n n	 di e	

w a c h st u m si n hi bi e r e n d e	 o d e r	 -sti m uli e r e n d e	 Wi r k u n g	 v o n	 v e r s c hi e d e n e n	 S u b st a n z e n	 a n	

Z ellli ni e n	 e r mitt elt	 w e r d e n,	i n d e m	 d e r	 A nt eil	 a n	l e b e n d e n	 Z ell e n	i m	 V e r gl ei c h	 z u	 ei n e r	

K o nt r oll p r o b e	 g e m e s s e n	  wi r d.	  D e r	  N a c h w ei s	 b e r u ht	 a uf	 d e r	 F ä hi g k eit	 v o n	 l e b e n d e n	

Z ell e n	 d a s	 s c h w a c h	 g el b e	  M T T	 ( 3 -( 4, 5-Di m et h ylt hi a z ol e -2 -yl) -2, 5 -di p h e n yl -

t et r a z oli u m b r o mi d)	 z u	 vi ol ett-bl a u e m	 F o r m a z a n	 z u	 m et a b oli si e r e n.	 D e r	 w a s s e rl ö sli c h e ,	

m e m b r a n g ä n gi g e	 F a r b st off 	 wi r d	 v o n	 st off w e c h s el a kti v e n	 Z ell e n	 a uf g e n o m m e n	 u n d	
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i nt r a z ell ul ä r	 d u r c h	  N A D P H-a b h ä n gi g e	  O xi d o r e d u kt a s e n	 r e d u zi e rt.	  D a b ei	  wi r d	 d e r	

T et r a z oli u m ri n g	 a uf g e b r o c h e n,	  w a s	 z u r	  Bil d u n g	 v o n	  w a s s e r u nl ö sli c h e n	 F o r m a z a n -

K ri st all e n	 f ü h rt,	 di e	 i n	 d e n	 Z ell e n	 a k k u m uli e r e n.	  Di e	  M e n g e	 d e r	 g e bil d et e n	 F o r m a z a n -

K ri st all e	i st	 d a b ei	 di r e kt	 p r o p o rti o n al	 z u	 d e r	 A n z a hl	 a n	 vit al e n 	Z ell e n.	 N a c h	 ei n e r	 L y s e	

d e r	 Z ell e n	 mit	 D M S O	l ö s e n	 si c h	 di e s e	 K ri st all e	 wi e d e r	 u n d	 bil d e n	 ei n e	 h o m o g e n e	 vi ol ett e	

L ö s u n g	 ( Ri s s	 et	 al.,	 2 0 0 4;	 Si g m a	  Al d ri c h) .	  Di e	  A b s o r pti o n	 d e s	 F a r b st off s	  w u r d e	

k ol o ri m et ri s c h	 b ei	 5 7 0	 n m	 u n d	 6 2 0	 n m	 mit	 Hilf e	 d e s	 E LI S A -L es e g e r ät s	 F L U Ost a r	 O P TI M A 	

g e m e s s e n. 	

Di e	  H D A Ci s 	 w u r d e n	 hi n si c htli c h	 i h r e r	 z yt ot o xi s c h e n	  A kti vit ät	  mit	  H ilf e	 d e r	  M T T-

Vi a bilit ät s -A n al y s e 	u nt e r s u c ht.	  A n h a n d	 i h r e r	  D o si s wi r k u n g s k u r v e n	  w u r d e	 di e	  mittl e r e	

i n hi bit o ri s c h e	  K o n z e nt r ati o n	 (I C5 0 -W e rt)	 j e d e s	  H D A Ci s	 z ellli ni e n -s p e zifi s c h	  mitt el s	 d e r	

S oft w a r e	 O ri gi n 	v o n	 O ri gi n L a b 	C o r p o r ati o n 	e r mitt elt. 	Di e	i m	 9 6 -W ell -F o r m at	 a u s g e s ät e n	

Z ell e n	  w u r d e n	  mit 	 D M E M,	  D M S O	 ( 1: 2 0 0 0)	 b z w.	 I n k u b ati o n s m e di u m	 ( 0, 1 -2 0	 µ M)	

b e h a n d elt	( T a b.	 3. 1 ).	 Di e	 z w ei	 N e g ati v k o nt r oll e n	 w u r d e n	j e w eil s	 mit	 D M E M	 b z w.	 0, 0 5 % -

i g e m	  D M S O	 i n	  M e di u m	 d u r c h g ef ü h rt.	 E s	  w u r d e n	 j e w eil s	 Vi e rf a c h b e sti m m u n g e n 	

d u r c h g ef ü h rt .	  Di e	 Z yt ot o xi zit ät	 d e r	 ei n z el ne n	 S u b st a n z e n	  w u r d e	 ü b e r	 ei n e n	 Z eit r a u m	

v o n	 2 4	 h,	 4 8	 h	 u n d	 7 2	 h	 e r mitt elt. 	N a c h	 A bl a uf	 d e r	 I n k u b ati o n s z eit	 w u r d e n	 1 0	 µ l	 M T T-

R e a g e n z	 ( 5	  m g / ml	 P B S)	 p r o	  A n s at z	 z u g e g e b e n	 u n d	 di e	 9 6 -W ell -Mi k r otit e r pl att e n	 ei n e	

St u n d e	 b ei	 3 7	 ° C	 i n k u bi e rt. 	 D a n a c h	  w u r d e	 d a s	  R e a g e n z	 a b g e g o s s e n	 u n d	 di e	 Pl att e n	

a u s g e kl o pft.	  A n s c hli e ß e n d	  w u r d e n	 5 0	 µ l	  D M S O	 p r o	  A n sat z	 z u g e s et zt	 u n d	 di e	

W ell e nl ä n g e 	 g e m e s s e n.	  V o n	 d e n	 vi e r	 g e m e s s e n e n	 E xti n kti o n e n	 p r o	

I n hi bit o r k o n z e nt r ati o n	 w u r d e	 d e r	 Mitt el w e rt	 g e bil d et	 u n d	 a uf	 d e n	 Mitt el w e rt	 d e r	 D M S O	

K o nt r oll e	 n o r mi e rt,	 d a mit	 di e	 r el ati v e	 P r olif e r ati o n	 i n	  B e z u g	 a uf	 di e	 v e r s c hi e d e n e n	

I n hi bit o r k o n z e nt r ati o n e n	 a n	 d e n	 g et e st et e n	 Z ellli ni e n	 e r si c htli c h	 wi r d.	

3. 6. 2  C ell Tit er -Gl o ®® 	A s s a y 	

Mit	  Hilf e	 d e s	 C ell Tit e r -Gl o ® 	C ell	 Vi a bilit y	 L u mi n es c e nt	 Ass a y	 w e r d e n	  m et a b oli s c h	 a kti v e	

Z ell e n	 q u a ntifi zi e rt,	i n d e m	 v o n	 d e r	 M e n g e	 a n	 v o r h a n d e n e m	 A T P	 a uf	 di e	 A n z a hl	l e b e n d e r	

Z ell e n	 g e s c hl o s s e n	  wi r d.	  N a c h d e m	 di e	 Z ell e n	 l y si e rt	 si n d	  wi r d	 L u cif e ri n	 d u r c h	 d a s	

E n z y m	 L u cif e r a s e	 i n	  A n w e s e n h eit	 v o n	  M g 2 + ,	  A T P	 u n d	  m ol e k ul a r e m	 S a u e r st off	

o x y g e ni e r t.	 D a d u r c h	 e nt st e ht	 n e b e n	 O x yl u cif e ri n	 a u c h	 A M P	 +	 P y r o p h o s p h at,	 C O 2 	u n d	 ei n	

L u mi n e s z e n z -Si g n al,	 w el c h e s	 d e m	 z ell ul ä r e n	 A T P -G e h alt	 e nt s p ri c ht.	 L et zt e r e r	 k o r r eli e rt	

mit	 d e r	 A n z a hl	l e b e n d e r	 Z ell e n	 ( P r o m e g a,	 2 0 1 5) .	
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U m	 di e	 Vit alit ät	 d e r	 Z ell e n	 n a c h	 B e h a n dl u n g	 ei n z u s c h ät z e n,	 w u r d e n	 di e	 Z ell e n	 2 4	 h	 u n d	

4 8	 h	 mit	 u nt e r s c hi e dli c h e n	I n hi bit o r k o n z e nt r ati o n e n	 b e h a n d elt.	 D a s	 M e di u m	 d e r	i m	 2 4 -

W ell	 F o r m at	 a u s g e s ät e n	 Z ell e n	 w u r d e	 a b g e n o m m e n	 u n d	i n	 1, 5	 ml	 E p p e n d o rf -R ö h r c h e n	

g e s a m m elt.	  Di e	 Z ell e n	  w u r d e n	 ei n	  M al	 g e w a s c h e n	 u n d	 d u r c h	 Z u g a b e	 v o n	 1 0 0	 µ l	

T r y p si n -E D T A	 v o m	 Pl att e n b o d e n	 g el ö st.	 N a c h	 c a.	 2	 mi n	 w u r d e	 di e	 R e a kti o n	 mit	 3 0 0	 µ l	

M e di u m	 a b g e st o p pt	 u n d	 di e	 Z ell s u s p e n si o n	 e b e nf all s 	 i n	 d a s	 E p p e n d o rf-R ö h r c h e n	

ü b e rf ü h rt.	 A n s c hli e ß e n d	 w u r d e n	 4 0	 µ l	 Z ell s u s p e n si o n	 u n d	 4 0	µ l	C ell Tit e r -Gl o ® 	R e a g e n z	

( V e r h ält ni s	 1: 1)	i n	 Vi e rf a c h b e sti m m u n g	 a uf	 ei n e	 9 6 -W ell -Pl att e	 g e g e b e n	 u n d	 2	 mi n	 a uf	

d e m	 S c h üttl e r	i n k u bi e rt,	 u m	 ei n e	 Z elll y s e	 z u	i n d u zi e r e n.	 N a c h	 1 0	 mi n	I n k u b ati o n	 w u r d e 	

di e	 L u mi n e s z e n z	 mit	 Hilf e	 d e s	 W all a c	 Vi ct o r	 2 -	M ultil a b el	 C o u nt e r 	g e m e s s e n.	 N a c h	 A b z u g	

d e r	  Hi nt e r g r u n dl u mi n e s z e n z	 v o n	 all e n	 Ei n z el w e rt e n	  w u r d e	 d e r	  Mitt el w e rt	 d e r	

g e m e s s e n e n	 Si g n al e	 a uf	 d e n	  Mitt el w e rt	 d e r	  D M S O -K o nt r oll e	 n o r mi e rt,	 s o d a s s	 di e	

r el ati v e	  Vi a bilit ät 	 d e r	 b e h a n d elt e n	 Z ell e n	 i m	  V e r gl ei c h	 z u m	  R ef e r e n z w e rt	 e r si c htli c h	

wi r d.	 	

3. 6. 3  Z ell z y kl u s a n al y s e	 mitt el s	 D ur c hfl u s s z yt o m etri e 	

Di e	 D u r c hfl u s s z yt o m et ri e	i st	 ei n e	 M et h o d e,	 b ei	 d e r	 m ol e k ul a r e	 Ei g e n s c h aft e n	 v o n	 Z ell e n	

q u a ntit ati v	 a n al y si e rt	  w e r d e n	 k ö n n e n.	 Z u r	  D N A -A n al y s e	  w u r d e	 d e r	 i nt e r k ali e r e n d e	

Fl u o r e s z e n zf a r b st off	 P r o pi di u m -I o di d	 v e r w e n d et.	 Di e s e r	 diff u n di e rt	i n	 d e n	 Z ell k e r n	 u n d	

f ä r bt	 di e	 n u kl e ä r e	 D N A	 st ö c hi o m et ri s c h	 a n,	 s o d a s s	 di e	fl u o r e s z e n z-m a r ki e rt e n	 Z ell e n	i n	

i h r e r	 I nt e n sit ät	 i m	  Du r c hfl u s s z yt o m et e r	 u nt e r s c hi e d e n	  w e r d e n	 k ö n n e n.	  D a b ei	 i st	 di e	

Fl u o r e s z e n z	 d e s	 F a r b st off s	 p r o p o rti o n al	 z u m	 z ell ul ä r e n	 D N A -G e h alt.	 D a	 di e	 D N A -M e n g e	

i m	 L a uf e	 d e s	 Z ell z y kl u s	 v a rii e rt,	i st	 ei n e	 Ei nt eil u n g	i n	 Z ell z y kl u s-P h a s e n	 m ö gli c h.	I n	 d e r	

S y nt h e s e -P h a s e	 ( S -P h a s e)	 v e r d o p p elt	 si c h	 di e	 c h r o m o s o m al e	  D N A,	 s o d a s s	 d e r	  D N A -

G e h alt	 i n	 d e r	  G 2 -	 b z w.	  Mit o s e -P h a s e	 ( G 2 / M -P h a s e)	 d o p p elt	 s o	 g r o ß	 i st	  wi e	 i n	

p o st mit oti s c h e n	 b z w.	 r u h e n d e n	 Z ell e n,	 di e	 si c h	 i n	 d e r	  G 1 / G 0 -P h a s e	 b efi n d e n.	

A p o pt oti s c h e	 Z ell e n	  w ei s e n	 hi n g e g e n	 ei n e n	 v e r mi n d e rt e n	  A nt eil	 a n	 h o c h m ol e k ul a r e r	

D N A	i m	 Z ell k e r n	 a uf.	 B ei	 d e r	 d u r c hfl u s s z yt o m et ri s c h e n	 A n al y s e	 e r s c h ei n e n	 di e s e	 Z ell e n	

a uf	  G r u n d	 i h r e r	 g e ri n g e n	 Fl u o r e s z e n z	 al s	 ni e d ri g e r,	 b r eit e r	  D N A -P e a k	 ( s u b -G 1 -P h a s e)	

u n d	 u nt e r s c h ei d e n	 si c h	 v o n	 d e n	 s c h m al e n	 P e a k s	 d i pl oi d e r	 Z ell e n	i n	 d e r	 G1 -	b z w.	 G 2 / M -

P h a s e.	 	

F ü r	 di e	  A n al y s e	  w u r d e n	 di e	 Z ell e n	 i n	 6 -W ell	 Pl att e n	 ü b e r	 2 4	 h	 u n d	 4 8	 h	  mit	  D M S O	

( 1: 2 0 0 0)	 al s	 N e g ati v k o nt r oll e,	 S A H A	 s o wi e	 d e n	 v e r s c hi e d e n e n	I n h i bit o r k o n z e nt r ati o n e n	
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b e h a n d elt.	 S A H A	 di e nt e	 d a b ei	 al s	 V e r gl ei c h,	 d a 	e s	i n	 U C C s 	ei n e n	 d e utli c h e n	 A n sti e g	 d e r	

G 2 / M -F r a kti o n 	h e r v o r r uft	 ( Ni e gi s c h	 et	 al.,	 2 0 1 3) .		

F ü r	 di e	 E r nt e	 d e r	 Z ell e n	 w u r d e	 d a s	 M e di u m	 a b g e n o m m e n	 u n d	 z u s a m m e n	 mit	 d e m	 z u m	

W a s c h e n	 d e r	 Z ell e n	 v e r w e n d et e n 	P B S	i n	 ei n	 R e a g e n z gl a s	 ü b e rf ü h rt.	 Di e	 Z ell e n	 w u r d e n	

mit	 3 0 0	 µ l	 T r y p si n-E D T A	 v o m	 Pl att e n b o d e n	 g el ö st	 u n d	 di e	 R e a kti o n	 n a c h	 2	 mi n	 mit	 1	 ml	

D M E M -M e di u m	 g e st o p pt.	  Di e	 Z ell e n	  w u r d e n	 g r ü n dli c h	 r e s u s p e n di e rt	 u n d	 e b e nf all s	 i n	

d a s	  R e a g e n z gl a s	 ü b e rt r a g e n.	  D a n a c h	  w u r d e	 5	  mi n	 b ei	 1 0 0 0	 r p m	 z e nt rif u gi e rt,	 d e r	

Ü b e r st a n d	 v e r w o rf e n	 u n d	 di e	 Z ell e n	 mit	 1	 ml	 P B S	 g e w a s c h e n	 u n d	 e r n e ut	 z e nt rif u gi e rt.	

D e r	 Ü b e r st a n d	 w u r d e	 v e r w o rf e n	 u n d	 d a s	 Z ell p ell et	i n	 3 0 0 -5 0 0	 µl	 Ni c ol etti -P uff e r	 ( T a b.	

2. 4 )	 a uf g e n o m m e n	 u n d	 s o r gf älti g	 g e v o rt e xt.	 Di e	 P r o b e n	 w u r d e n	 a uf	 Ei s	 g el a g e rt	 u n d	 bi s	

z u r	  M e s s u n g	 a m	 M A C S Q u a nt	  A n al y z e r 	 mit	  Al uf oli e	 b e d e c kt.	  Di e	  A u s w e rt u n g e n	 d e r	

M e s s u n g e n	 e rf ol gt e n	  mit	 d e r	 M A C S	  Q u a nt 	 S oft w a r e .	  D a b ei	  w u r d e	 di e	

H ä ufi g k eit s v e rt eil u n g	 d e r	  M e s s si g n al e	 i n	 ei n e m	  Hi st o g r a m m	 d a r g e st ellt,	 i n d e m	 di e	

Fl u o r e s z e n zi nt e n sit ät	i n	 B e z u g	 a uf	 di e	 A n z a hl	 d e r	 Si g n al e	 a uf g et r a g e n	 w u r d e.	 	

3. 6. 4  Z yt o c h e mi s c h e	 A n al y s e 	

Di e	 Fl u o r e s z e n z -F ä r b et e c h ni k	 i st	 ei n e	  M et h o d e,	 b ei	 d e r	 Z e ll b e st a n dt eil e	  wi e	 d a s	

Z yt o s k el ett	 u n d	 d e r	 Z ell k e r n,	 a b e r	 a u c h	 s p e zifi s c h e	 P r ot ei n e	i n	 d e r	 Z ell e	 n a c h g e wi e s e n	

w e r d e n	 k ö n n e n.	  D a s	 Pil z gift	 P h all oi di n,	  w el c h e s	  mit	 d e m	 Fl u o r e s z e n zf a r b st off	

T et r a m et h yl r h o d a mi n e	 I s ot hi o c y a n at e	 ( T RI T C)	 g e k o p p elt	 i st,	 i nt e r k ali e rt	 i n	 F -A kti n	

Fil a m e nt e	 u n d	f ä r bt	 d a s	 Z yt o s k el ett	 r ot -o r a n g e 	a n .	 D e r	 Fl u o r e s z e n zf a r b st off	 D A PI	 ( 4', 6-

di a mi di n o -2 -p h e n yli n d ol e)	 bi n d et	 hi n g e g e n	 s p e zifi s c h	 a n	  A T -B a s e n p a a r e	 i n	 d e r	  D N A	

u n d	l ä s st	 d e n	 Z ell k e r n	 b ei	 ei n e m	 E mi s si o n s m a xi m u m	 v o n	 4 6 1	 n m	 bl a u	 e r s c h ei n e n.	 	

Di e	 Z ell e n	  w u r d e n	 a uf	 3 0	  m m	  D e c k gl ä s c h e n	 i n	 6 -W ell	 Pl att e n	 a u s g e s ät	 u n d	 2 4	 h	 b ei	

3 7 	° C	 u n d	 5%	 C O 2 	 k ulti vi e rt,	 b e v o r	 si e	 b e h a n d elt	  w u r d e n.	  Di e	  B e h a n dl u n g	  w u r d e	 i n	

D o p p el b e sti m m u n g	 d u r c h g ef ü h rt,	  w o b ei	 all e	 S u b st a n z e n	  mit	 ei n e r	  V e r d ü n n u n g	 v o n	

1: 2 0 0 0	i n	 D M E M	 g el ö st	 w u r d e n.	 	

Di e	 Z ell e n	 w u r d e n	 a uf	 d e n	 3 0	 m m	 D e c k gl ä s c h e n	 mit	 1	 ml	 p r o	 W ell	 4 %	 F o r m al d e h y d	 f ü r	

1 0	 mi n	 b ei	 R T	fi xi e rt.	 N a c h	 z w ei m ali g e m	 W a s c h e n	 mit	 2	 ml	 P B S	 w u r d e n	 d i e	 Z ell e n	 mit	 1	

ml	 p r o	 W ell	 0, 5 %	 T rit o n	 X -1 0 0	i n	 P B S	f ü r	 3	 mi n	 p e r m e a bili si e rt	 u n d	 a n s c hli e ß e n d	 3 x	 5	

mi n	  mit	 P B S	 g e w a s c h e n.	  D a s	  Bl o c k e n	 u n s p e zifi s c h e r	  Bi n d u n g s st ell e n	 e rf ol gt e	  mit	 1	  ml	

1 %	  B S A	 i n	 P B S	 f ü r 	3 0	  mi n.	  D a n a c h	  w u r d e	 d a s	  A kti n z yt o s k el ett	  mit	 5 0	 µ l	 0, 1%	 1 4	 µ M 	

R h o d a mi n -P h all oi di n -St o c k	i n	 1 %	 B S A	i n	 P B S	 6 0	 mi n	 b ei	 R T	 g ef ä r bt.	 N a c h	 d r ei m ali g e m,	

z e h n mi n üti g e m	 W a s c h e n	 w u r d e	 d e r	 Z ell k e r n	 5	 m i n	 b ei	 R T	 mit	 1	 ml	 p r o	 W ell	 0, 1%	 0, 5	
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m g / ml	  D A PI	 i n	 P B S	 g ef ä r bt.	  Di e	  O bj e ktt r ä g e r	  w u r d e n	 a n s c hli e ß e n d	 2 x	 5	  mi n	  mit	 P B S	

g e w a s c h e n,	  mit	 M o u nti n g	  M e di u m 	 ei n g e d e c k elt	 u n d 	 b ei	 4	 ° C	 g el a g e rt.	  Di e	

z yt o c h e mi s c h e n 	F ä r b u n g e n	 w u r d e n	 mit	 Hilf e	 d e s	 Mi k r o s k o p s	 Ni k o n	 E cli ps e	 4 0 0	 mit	 d e m	

Fl u o r e s z e n zfilt e r 	G F P	 ( R) -L P / H Q -FI T C -L P	 ( E x	 4 0 0 -5 0 0,	 D M	 5 0 5,	 B A	 5 1 0) 	u n d	 d e m	  D A PI	

Filt e r	 vi s u ali si e rt	 u n d	 d u r c h	 di e	 NI S -El e m e nts	 S oft w a r e 	a u s g e w e rt et.	 F ot o g r afi e n	 w u r d e n	

i n	 4 0 0 x	 V e r g r ö ß e ru n g	 mit	 d e m	 Pl a n Fl u o r -O bj e kti v	 e r st ellt. 	

F ü r	 di e	 st ati sti s c h e	  A u s w e rt u n g	  w u r d e n	 i n s g e s a mt	 5 0 0	 Z ell k e r n e	 a uf	 ei n e m	

O bj e ktt r ä g e r	 a u s g e z ä hlt.	  D a b ei	  w u r d e n	 zi r k ul ä r	 u m	 ei n e n	 f e st g el e gt e n	 Z ell k e r n	 vi e r	

G e si c ht sf el d e r	 a u s g e w ä hlt.	 I n	 j e d e m	  Q u a d r a nt e n	  w u r d e n	 j e w ei l s	 di e	  A n z a hl	 d e r	

Z ell k e r n e	 s o wi e	 di e	 a b s ol ut e	 Z a hl	 d e r	 Z ell k e r n e	  mit	 n u kl e ä r e n	  V e r ä n d e r u n g e n,	 e b e n s o	

wi e	 di e	 A n z a hl	 d e r	 Mit o s e n	 e rf a s st.	 V o n	 z w ei	 v e r s c hi e d e n e n	 V e r s u c h e n	 w u r d e n	j e w eil s	

di e	 Mit o s e n	 s o wi e	 Mi k r o n u kl ei	 a d di e rt	 u n d	 d e r e n	j e w eili g e r	 p r o z e nt u al e r	 A nt eil	 a n	 d e r	

G e s a mt h eit	 d e r	 Z ell k e r n e	 b e r e c h n et. 	

3. 6. 5  Kl o n o g e nit ät	 	

F ü r	 di e	  B e u rt eil u n g	 d e r	  Kl o n o g e nit ät	 n a c h	 I n hi bit o r b e h a n dl u n g	  w u r d e n	 di e	 b e r eit s	

b e h a n d elt e n	 Z ell e n	 a u s	 d e m	 6 -W ell	 F o r m at	 f ü r	 di e	  D u r c hfl u s s z yt o m et ri s c h e -A n al y s e	

( A b s.	3. 6. 4 )	 b z w.	 C a s p a s e-A s s a y	 n a c h	 2 4	 h	 u n d	 4 8	 h	 v e r w e n d et.	 D M S O	 di e n st e	 al s	

N e g ati v k o nt r oll e.	 Di e	 b e r eit s	 t r y p si ni e rt e n	 Z ell e n	 w u r d e n	 g r ü n dli c h	 r e s u s p e n di e rt.	

A n s c hli e ß e n d	  w u r d e n	 1 0	 µ l	 i n	 ei n e	 6	 c m	 S c h al e	 g e g e b e n	 u n d	 gl ei c h m ä ßi g	 a uf	 d e m	

Pl att e n b o d e n	 v e rt eilt.	 Bi s	 si c h	 si c ht b a r e	 K ol o ni e n	 g e bil d et	 h att e n	 w u r d e n	 di e	 Z ell e n	 b ei	

3 7	° C	 u n d	 5 %	 C O 2 	i n k u bi e rt	 u n d	 a n s c hli e ß e nd 	mit	 Gi e m s a -R e a g e n z	 g ef ä r bt. 		

F ü r	 di e	  A n al y s e	 d e r	 K ol o ni e bil d u n g 	 i m	 u n b e h a n d elt e n	 Z u st a n d	  w u r d e n	 j e w eil s	 2 0 0 0	

Z ell e n	i n	 ei n e	 mit	 5	 ml	 D M E M +	 P e ni cilli n / St r e pt o m y ci n	 ( 1 : 1 0 0)	 v e r se h e n e	 6	 c m	 S c h al e	

ü b e rf ü h rt	 u n d	 a n s c hli e ß e n d	 k ulti vi e rt	 u n d	 g ef ä r bt	( s. u. ).		

U m	 d a s	 di c ht e a b h ä n gi g e	  W a c h st u m	 ei n z el n e r	 Z ellli ni e n	 z u	 b e u rt eil e n,	  w u r d e	 ei n e	

V e r d ü n n u n g s r ei h e	i m	 6 -W ell	 F o r m at	 e r st ellt.	I m	 e r st e n	 W ell	 w u r d e n	 5 0 0 0	 Z ell e n	i n	 2	 ml	

M e di u m	 a u s g e s ät	 u n d	 n a c hf ol g e n d	 di e	 Z ell z a hl	 i m	  V e r h ält ni s	 1: 2,	 1: 4	 u n d	 1: 8	

v e r mi n d e rt.	 Di e	 F ä r b u n g	 e rf ol gt e	 n a c h	 d e m	 u nt e n	 g e s c hil d e rt e n	 V e rf a h r e n. 	

3. 6. 6  Gi e m s a	 F är b u n g 	

U m	 di e	  V e r m e h r u n g	 d e r	 Z ell e n	 u n d	 s p e zi ell	 di e	 L a n g z eit -P r olif e r ati o n sf ä hi g k eit	 n a c h	

B e h a n dl u n g	  m it	 d e m	 I n hi bit o r	 1 9i	 z u	 vi s u ali si e r e n,	  w u r d e n	 di e	 i n	 d e n	 6	 c m	 S c h al e n	

a u s g e s ät e n	 Z ell e n	  mitt el s	  Gi e m s a -R e a g e n z 	 ( A z u r-E o si n -M et h yl e n bl a ul ö s u n g) 	 g ef ä r bt.	
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D a s	  M e di u m	  w u r d e	 d a z u	 a b g e n o m m e n	 u n d	 di e	 Z ell e n	 e r st	  mit	 P B S,	 d a n n	  mit	

P B S / M et h a n ol	i m	 V e r h ält ni s	 1: 1	 g e w a s c h e n.	 A n s c hli e ß e n d	 w u r d e n	 di e	 Z ell e n	 1 0	 mi n	 b ei	

R T	  mit	  M et h a n ol	 ( 1 0 0 %)	 fi xi e rt.	  D a s	  M et h a n ol	  w u r d e	 a b g e s a u gt	 u n d	 di e	 Z ell e n	  mit	

Gi e m s a -L ö s u n g 	f ü r	 2	 mi n	i n k u bi e rt.	 Di e	 Gi e m s a-L ö s u n g	 w u r d e	 a b g e n o m m e n	 u n d	 R e st e	

e ntf e r nt,	 i n d e m	 di e	 Z ell e n	 2 x	  mit	  A q u a	 d e st	 g e s p ült	 u n d	 a n s c hli e ß e n d	 3 0	  mi n	  mit	

L eit u n g s w a s s e r	 b e d e c kt	 w u r d e n,	 bi s	 n u r	 n o c h	 di e	 g ef ä r bt e n	 Z ell e n	 si c ht b a r	 w a r e n.	 Di e	

K ol o ni e bil d u n g	i n	 d e n	 S c h al e n	 w u r d e	 mitt el s	 C a n o S c a n	 4 4 0 0 F	 d o k u m e nti e rt. 		

3. 6. 7  C a s p a s e -Gl o ®® 	3 / 7	 A s s a y 	

C a s p a s e n	 si n d	 P r ot e a s e n,	 di e	 b ei m	  A bl a u f	 u n d	 d e r	  R e g ul ati o n	 d e r	  A p o pt o s e	 b et eili gt	

si n d.	 D a b ei	f ü h r e n	 s p e zi ell	 di e	 s o g.	 Eff e kt o r -C a s p a s e n	 3,	 6	 u n d	 7	 d u r c h	 di e	 p r ot e ol yti s c h e	

S p alt u n g	i h r e r	 S u b st r at e	 z u m	 p r o g r a m mi e rt e n	 Z ellt o d.	 U m	 di e	 C a s p a s e	 3 / 7 -A kti vit ät	 z u	

m e s s e n,	  w u r d e	 d e r	 Fl u o r e s z e n z -b a si e r t e	 C as p as e -Gl o ® 	 3 / 7	 Ass a y 	 n a c h	

H e r st ell e r a n g a b e n	 d u r c h g ef ü h rt. 	D a b ei	  w e r d e n	 di e	 C a s p a s e n	 z u n ä c h st	 d u r c h	 L y s e	 d e r	

Z ell e n	f r ei g e s et zt.	 D u r c h	 di e	 S p alt u n g	 d e s	i m	 R e a g e n z	 e nt h alt e n e n	 C a s p a s e	 3 / 7 -S u b st r at	

( Z-D E V D -A mi n ol u zif e ri n)	 e nt st e ht	  A mi n ol u zif e ri n,	  w el c h e s 	mit	 d e m	 E n z y m	 L u zif e r a s e	

r e a gi e rt.	  D a d u r c h	  wi r d	 ei n	 L u mi n e s z e n z -Si g n al	 e r z e u gt,	  w el c h e s	 p r o p o rti o n al	 z u r	

C a s p a s e	 3 / 7 -	A kti vit ät	i st. 	

U m	 di e	  A p o pt o s ei n d u kti o n	 n a c h	 I n hi bit o r b e h a n dl u n g	  mit	 d e r	 r el ati v e n	  Vi a bilit ät	 d e r	

Z ell e n	 v e r gl ei c h e n	 z u	 k ö n n e n,	 w u r d e n	 di e	 Z ell e n	 a u s	 d e m s el b e n	 V e r s u c h s a n s at z	 wi e	f ü r	

d e n	 C ell Tit e r -Gl o ® 	Ass a y 	v e r w e n d et.	 Di e	 V e r s u c h s d u r c hf ü h r u n g	 gli c h	 d e m	 d e s	 C ell Tit e r -

Gl o ® 	 T e st,	  w o b ei	 z u	 d e n	 4 0	 µ l	 Z ell s u s p e n si o n	 4 0	 µ l	 C as p as e -Gl o ® 3 / 7 -R e a g e n z	

( V e r h ält ni s	 1: 1)	 g e g e b e n	 u n d	 di e	 L u mi n e s z e n z	 e r st	 1	 h	 n a c h	 I n k u b ati o n	 g e m e s s e n	

w u r d e.	 V o n	 d e n	 vi e r	 g e m e s s e n e n	 Si g n al e n	  w u r d e,	 n a c h 	 A b z u g	 d e r	

Hi nt e r g r u n dl u mi n e s z e n z	 v o n	j e d e m	 Ei n z el w e rt ,	 d e r	 Mitt el w e rt	 g e bil d et.	 Di e	 Mitt el w e rt e	

w u r d e n	 z u n ä c h st	 a uf	 di e	  K o nt r oll p r o b e	 n o r mi e rt,	 s o	 d a s s	 ei n e	  A u s s a g e	 ü b e r	 di e	

G e s a mt m e n g e	 a n 	 a kti v e m 	 C a s p a s e 	 3 / 7 	 n a c h	  B e h a n dl u n g	  m ö gli c h	 i st.	  D a	 di e	 C a s p a s e 	

3 / 7 -G e s a mt a kti vit ät 	 j e d o c h	 a u c h	 v o n	 d e r	 Z ell z a hl	 a b h ä n gt,	  w u r d e n	 di e s e	

E xti n kti o n s w e rt e	 a n s c hli e ß e n d	 z u r	  M e n g e	 a n	 vit al e n	 Z ell e n	 ( Mitt el w e rt	 d e r	 r el ati v e n	

Vi a bilit ät	 a u s	 d e m	 C ell Tit e r -Gl o ® 	Ass a y )	i n	 B e zi e h u n g	 g e s et zt,	 s o	 d a s s	 ei n e	 A u s s a g e	 ü b e r	

di e	 a b s ol ut e	 C a s p a s e 	3 / 7 -A kti vit ät	i n	 d e n	 vit al e n	 Z ell e n	 g et r off e n	 w e r d e n	 k a n n. 	



M et h o d e n 	

	 5 0 	

3. 6. 8  S e n e s z e n z	 a s s o zii ert er	 s a ur er	 β -G al a kt o si d a s e	 A s s a y 	

D a s	 E n z y m	 β -G al a kt o si d a s e	 k o m mt	 i n	 L y s o s o m e n	 v o n	 s e n e s z e nt e n	 Z ell e n	 v o r	 u n d	

k at al y si e rt	 di e	  H y d r ol y s e	 d e r	 gl y k o si di s c h e n	  Bi n d u n g	 v o n	 β -G al a kt o p y r a n o si d e n,	 s o	

d a s s	 d a s	  M o n o s a c c h a ri d	  G al a kt o s e	 e nt st e ht.	  B ei	 Z u g a b e	 v o n	 X -G al	 ( 5 -B r o m -4 -c hl o r -3 -

i n d o x yl-	β -D -g al a kt o p y r a n o si d)	 k o m mt	 e s	 u nt e r	 l ei c ht	 s a u r e n	  B e di n g u n g e n	 ( p H	 6)	 z u	

ei n e r	  H y d r ol y s e,	 b ei	 d e r	 ei n	 bl a u e r,	  w a s s e r u nl ö sli c h e r	 I n di g o -F a r b st off	 ( 5, 5' -Di b r o m -

4, 4' -di c hl o r -i n di g o)	 e nt st e ht,	 d e r	 al s	 N a c h w ei s	f ü r	 S e n e s z e n z	i n	 Z ell e n	 di e nt.		

N a c h 	2 4	 h	 u n d	 4 8	 h	 I n k u b ati o n	mit	 v e r s c hi e d e n e n	I n hi bit o r k o n z e nt r ati o n e n	 w u r d e	 d a s	

M e di u m	 d e r	 i m	 6 -W ell	 F o r m at	 a u s g e s ät e n	 Z ell e n	 a b g e s a u gt	 u n d	 di e	 Z ell e n	 2 x	  M al	  mit	

P B S	 g e w a s c h e n.	 Z u r	 Fi xi e r u n g	 d e r	 Z ell e n	 w u r d e	 a n s c hli e ß e n d	 Fi x ati v	f ü r	 3 -5	 mi n	 b ei	 R T	

hi n z u g e g e b e n	 u n d	 n a c h	 z w ei m ali g e m	  W a s c h e n	 X -G al -F ä r b el ö s u n g	 a uf	 di e	 Z ell e n	

g e g e b e n.	  Di e	 L ö s u n g e n	  w u r d e n	 v o r	 d e m	  V e r s u c h	 f ri s c h	 a n g e s et zt.	  Di e	 Z ell e n	  w u r d e n	

ü b e r	  N a c ht	 b ei	 3 7	 ° C	 ( o h n e	 C O 2 )	 i m	  B r ut s c h r a n k	 i n k u bi e rt,	 bi s	 ei n e	  Bl a uf ä r b u n g	 d e r	

Z ell e n	 si c ht b a r	  w a r.	  D a s	 E r g e b ni s	  w u r d e	  mit	 d e m 	Ni k o n	 E cli ps e	 T E E 2 0 0 0 -S	 Mi k r o s k o p	

f ot o g r a p hi s c h	f e st g e h alt e n	 u n d	 mit	 d e r	NI S -El e m e nts	 S oft w a r e 	a u s g e w e rt et. 	

3. 6. 9  St ati sti s c h e	 A n al y s e n 	

F ü r	 d e n	 st ati sti s c h e n	  V e r gl ei c h	 u nt e r s c hi e dli c h e r	  G r u p p e n	 ( z. B.	  m R N A -E x p r e s si o n	 b ei	

u nt e r s c hi e dli c h e n	 Z ellli ni e n) 	w u r d e	 d e r 	s t ati sti s c h e	 H y p ot h e s e nt e st	( T-T e st)	 ei n g e s et zt .	

D a b ei	  w u r d e n	 p -W e rt e	 < 0, 0 5	 al s	 si g nifi k a nt,	 p -W e rt e	 < 0, 0 1	 al s	 h o c h si g nifi k a nt	

a n g e s e h e n.	 I C 5 0 -W e rt e	  w u r d e n	 a u s	 d e n	  W e rt e n	 d e r	  D o si s -Wi r k u n g s -K u r v e n	 d u r c h	 di e	

ni c ht -li n e a r e	  R e g r e s si o n s a n al y s e	 b e r e c h n et.	 Z u r	  A u s w e rt u n g	  w u r d e n 	 O ri gi n	 8. 0 	

ei n g e s et zt .	
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Wi e	 e r w a rt et,	 z ei gt e	 si c h	 b ei	 ei n e m	  G r o ßt eil	 d e r	 Z ellli ni e n	 ei n	 e r ni e d ri gt e s	

E x p r e s si o n s ni v e a u	 d e r	  Kl a s s e	 II a	  H D A C s	 i m	  V e r gl ei c h	 z u m	  mittl e r e n	

E x p r e s si o n s ni v e a u	 d e r	 U P s.	 Di e	 ni e d ri g st e n	 H D A C 4	 E x p r e s si o n e n	 mit	 ei n e r	 r el ati v e n	

R N A -M e n g e	 v o n	 < 0, 5	f a n d e n	 si c h	i n	 d e n	 Z ellli ni e n	 V M -C U B 1,	 T -2 4	 u n d	J 8 2.	 L e di gli c h	

i n	 d e n	 Z ellli ni e n	 S W 1 7 1 0,	 R T-1 1 2	 u n d	 6 3 9 -V	 w a r	 d a s	 E x p r e s si o n s ni v e a u	 v o n	 H D A C 4	

e r h ö ht.	 Ei n e	 u n v e r ä n d e rt e	 E x p r e s si o n	 v o n	 H D A C 4	 m R N A	l a g	i n	 d e r	 Z ellli ni e	 B F T C 9 0 5	

v o r.	 Di e	 H D A C 5 -E x p r e s si o n	 w a r	 hi n g e g e n	i n	 d e n	 Z el lli ni e n	 B F T C 9 0 5,	 R T-1 1 2,	 U M -U -3 	

u n d	 J 8 2	 st a r k	 v e r mi n d e rt,	 di e	 v o n	  H D A C 7	 i n	 d e n 	 Z ellli ni e n	  H T 1 3 7 6,	  B F T C 9 0 5,	

U M -U C -3,	 6 3 9 -V	 u n d	 J 8 2.	 Ei n	 Z u s a m m e n h a n g	 z wi s c h e n	 d e r	 E x p r e s si o n s h ö h e	 v o n	

Kl a s s e	II a	 H D A C s	 u n d	 d e m	 m o r p h ol o gi s c h e n	 P h ä n ot y p	 d e r	 Z ellli ni e n	( m e s e n c h y m al e r	

v s.	 e pit h eli al e r	 P h ä n ot y p)	 w a r	 ni c ht	 e r k e n n b a r.	 	

M itt el s	  We st e r n -Bl ot -A n al y s e	  w u r d e	 d a s 	 E x p r e s si o n s ni v e a u	 v o n	  H D A C 4	 a uf	

P r ot ei n e b e n e	 u nt e r s u c ht .	 E s	 w u r d en	 d r ei z e h n	 v e r s c hi e d e n e	 U C C s	 s o wi e 	ei n e	 U P	 	u n d 	

di e	 Z ellli ni e	  T E R T -N H U C	 (t el o m e r a s e -i m m o rt aliz e d	 u r ot h eli al	 c ell s)	 v e r w e n d et ,	 u m	

di e	 P r o t ei n e x p r e s si o n	 d e r	  U C C s	mit	 d e r	 v o n	 b e ni g n e n	  U r ot h el z ell e n	 v e r gl ei c h e n 	z u	

k ö n n e n .	 Di e	  A b bil d u n g	  w u r d e 	 a u s	 d e m	 P r a kti k u m s b e ri c ht	 v o n	  A n d r e a	  R e n n	

e nt n o m m e n .	

	

A b b.	 4 .2 :	 W e st e r n -Bl ot	 v e r s c hi e d e n e r	  U C -Z ellli ni e n	 ( V M -C U B 1	 bi s	  H T 1 3 7 6 ),	 ei n e r	  u r ot h eli al e n	

P ri m ä r k ult u r	 ( U P 2 4 2 )	 s o wi e	 ei n e r	 b e ni g n e n	  u r o e pit h eli al e n	 Z ellli ni e	  T E R T -N H U C 	z u m	  N a c h w ei s	

d e r	  H D A C 4	 E x p r e s si o n	 a uf	  P r ot ei n e b e n e. 	 E s	  w u r d e n	 1 5	 µ g	  G es a mt p r ot ei n	 f ü r	 j e d e	 Z ellli ni e	

a uf g et r a g e n.	 α -T u b uli n	( 5 5	 k D a)	 di e nt e	 als	 L a d u n gs k o nt r oll e .	M o difi zi e rt	 n a c h	 (R e n n,	 2 0 1 4 ).	

A u s	 d e r	 A b bil d u n g	 4. 2	 wi r d	 d e utli c h,	 d a s s	 d i e	 U C-Z ellli ni e n	 V M -C U B 1,	J 8 2,	 T -2 4	 s o wi e	

H T 1 3 7 6	 ei n e	 i m	  V e r gl ei c h	 z u r	  U P -K o nt r oll e	 v e r mi n d e rt e	  H D A C 4 -E x p r e s si o n	

a uf w ei s e n,	  w o hi n g e g e n	 ei n e	 e r h ö ht e	 E x p r e s si o n	 v o n	  H D A C 4	 i n	 d e n	  U C -Z ellli ni e n	

S W 1 7 1 0,	 6 3 9 -V	 u n d	 2 5 3J	 v o rli e gt.	 Ei n e	 z u r	 u r ot h eli al e n	 P ri m ä r k ult u r	 v e r gl ei c h b a r e	

E x p r e s si o n s st ä r k e	 v o n	  H D A C 4	 z ei gt	 si c h	 b ei	 d e n	 Z e llli ni e n	  R T-1 1 2,	  U M -U C -3,	

U M -U C -6,	 B F T C 9 0 5	 u n d	 5 6 3 7.	 	

A u s g e h e n d	 v o n	 di e s e n	 E r g e b ni s s e n	 e rf ol gt e n	 di e	 w eit e r e n	 U nt e r s u c h u n g e n	 a n h a n d	

d e r	 U C -Z ellli ni e n	 6 3 9 -V	 mit	 e r h ö ht e r,	 U M -U C -3	 mit	 u n v e r ä n d e rt e r	 u n d	 V M -C U B 1	 mit	

α- T u b uli n	

H D A C 4	

5 5	 k D a	

1 4 0	 k D a	

N
H

U
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TE
RT
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e r ni e d ri gt e r	  H D A C 4 -E x p r e s si o n.	  Al s	  K o nt r oll e n	  w u r d e n	 di e	 Z ellli ni e n	  H B L A K	

( u r ot h eli al)	 u n d	 H E K 2 9 3	( ni c ht -u r ot h eli al)	 v e r w e n d et.	 	

Di e	  A u s w a hl	 b e r ü c k si c hti gt	 ei n e r s eit s	 di e	 st a r k e	  H et e r o g e nit ät	 ( e pit h eli al	 bi s	

m e s e n c h y m al)	 d e r	  U C -Z ellli ni e n,	 a n d e r e r s eit s	  wi r d	 di e	 I nt e r p r et ati o n	 d e r	  R oll e	 d e s	

H D A C 4	 E x p r e s si o n s ni v e a u s	i n	 U C -Z ellli ni e n	 e r m ö gli c ht. 	

4. 2  B e h a n dl u n g	 d er	 U C C s 	mit	 1 9 e,	 1 9 h	 u n d	 1 9i 	

I m	 w eit e r e n	 V e rl a uf	 w u r d e n	 di e	 Wi r k u n g	 d e r	 H D A Ci s 	1 9 e, 	1 9 h	 u n d	 1 9i	 a uf	 di e	 U C C s 	

V M -C U B 1,	 U M -U C -3 	u n d	 6 3 9 -V 	v e r gli c h e n. 	

4. 2. 1  Eff e kt e	 a uf	 di e 	Pr olif er ati o n 	

Di e 	 a u s g e w ä hlt e n	 U C C s	  w u r d e n 	 ei n m ali g	 ü b e r	 ei n e n	 Z eit r a u m	 v o n	 7 2	 h	 u nt e r	

St a n d a r d b e di n g u n g e n 	mit	 v e r s c hi e d e n e n	  K o n z e nt r ati o n e n	 d e r	 S u b st a n z e n	 1 9 e,	 1 9 h	

u n d	 1 9i 	b e h a n d elt.	 Di e	 Z ell vit alit ät	 w u r d e	 m it	 Hilf e	d e s	 M T T -A s s a y s 	q u a ntifi zi e rt. 	Di e	

E r g e b ni s s e	 si n d	i n	 A b bil d u n g 	4. 3 	d a r g e st ellt.	 	

	

A b b.	 4 .3 :	D o si s wi r k u n g s k u r v e 	n a c h	 B e h a n dl u n g	 mit	 d e n	 H D A Ci	 1 9 e,	 1 9 h	 u n d	 1 9i	 d e r	 Z ellli ni e	 V M -

C U B 1,	 U M -U C -3	 u n d	 6 3 9 -V. 	D i e	I n k u b ati o ns z eit	 b et r u g	 7 2	 h.	E s	 w u r d e n	 K o n z e nt r ati o n e n	 v o n	 0, 1	 -	5	 µ M	

d e r	 I n hi bit o r e n	 v e r w e n d et.	 Als	 L ös u n gs k o nt r oll e	 di e nt e n	 di e	 mit	 D M S O	i n	 M e di u m	 ( 1: 2 0 0 0)	 b e h a n d elt e n	

Z ell e n.	 Z u r	  Q u a ntifi zi e r u n g	 d e r	 Z ell vit alit ät	  mit	 d e m	  M T T -A ss a y	  w u r d e	 a us	 d e n	 vi e r	 g e m ess e n e n	

E xti n kti o n e n	 p r o	 I n hi bit o r k o n z e nt r ati o n	 d e r	  Mitt el w e rt	 g e bil d et	 u n d	 a uf	 d e n	  Mitt el w e rt	 d e r	  D M S O	

K o nt r oll e	 n o r mi e rt.	 A uf	 d e r	 A bs ziss e	 si n d	 di e	I n hi bit o r k o n z e nt r ati o n e n	i n	 µ M	 d a r g est ellt,	 a uf	 d e r	 O r di n at e	

di e	 r el ati v e	 Vit alit ät	i n	 P r o z e nt. 	

A u s	 d e r	  A b bil d u n g 	 wi r d	 e r si c htli c h,	 d a s s	 di e	 r el ati v e	  Vit alit ät	  mit	 st ei g e n d e r 	

I n hi bit o r k o n z e nt r ati o n	 i n	 di e s e m	  K o n z e nt r ati o n s b e r ei c h	 a b ni m mt.	  A b h ä n gi g	 v o m	

I n hi bit o r	 k o m mt	 e s	 n a c h	 B e h a n dl u n g	 mit	 0, 1	 µ M	 1 9i	 ( V M -C U B 1)	 b z w.	 0, 1	 bi s	 0, 5	 µ M	

1 9 e	 u n d	 1 9 h	 ( U M -U C -3)	 v e r ei n z elt 	z u	 ei n e m	 A n sti e g	 d e r	 Vit alit ät.	I n s g e s a mt	 h e m m e n	

di e	 d r ei	 I n hi bit o r e n	 di e	 V e r m e h r u n g	 d e r	 Z ell e n 	u nt e r s c hi e dli c h	 st a r k.	 D e n	 st ä r k st e n	

Ei nfl u s s	 a uf	 di e	 Z ell vit alit ät	 h att e	 1 9i.	  Di e s e r	 I n hi bit o r	  w a r	 b ei	 d e n	 ni e d ri g st e n	

K o n z e nt r ati o n e n	i n	 all e n	 U C -Z ellli ni e n	 wi r k s a m	 (I C 5 0	 0, 9 7 -1, 0 3);	 1 9 h	 (I C 5 0	 2, 2 0 -2, 2 7)	
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u n d	 1 9 e	 (I C 5 0 	 2, 3 5 -2, 8 6)	 z ei gt e n	 hi n g e g e n	 d e utli c h	 s c h w ä c h e r e	 i n hi bit o ri s c h e	

A kti vit ät e n.	  B e r eit s	 a b	 ei n e r	  K o n z e nt r ati o n	 v o n	 0, 5	 µ M	 1 9i	  w a r	 di e	

P r olif e r ati o n sf ä hi g k eit	 d e r	 Z ell e n	 u m	 c a.	 1 0 %	 st ä r k e r	 ei n g e s c h r ä n kt.	 Ei n	 k o m pl ett e r	

V e rl u st	 d e r	  Vit alit ät	  w u r d e	 i n	 d e n	 Z ellli ni e n	  V M -C U B 1	 u n d	 6 3 9 -V	 b e r eit s	 a b	 ei n e r	

K o n z e nt r ati o n	 v o n	 3	 -	 4	 µ M	 1 9i	 e r r ei c ht.	  B ei	 ei n e r	  B e h a n dl u n g	  mit	 1 9 e	 u n d	 1 9 h	

v e r bl ei b e n	 i n	 di e s e m	  K o n z e nt r ati o n s b e r ei c h	 n o c h	 et w a	 2 0 %	 vit al e	 Z ell e n.	  Di e	

Z ellli ni e	  U M -U C -3	 r e a gi e rt	 ä h nli c h,	 all e r di n g s	 z ei g e n	 di e	 Z ell e n	 a b	 ei n e r	

K o n z e nt r ati o n	 v o n	 2	 µ M	 1 9i	 b z w.	 4	 µ M	 1 9 e	 u n d	 1 9 h	 ei n e	 st a bil	 bl ei b e n d e	  Vit alit ät	

v o n	 2 0 %.	 Ei n	 k o m pl ett e r	 Z ellt o d	  wi r d	 i n	 di e s e r	 Z ellli ni e	 d u r c h	 k ei n e n	 I n hi bit o r	

e r r ei c ht. 	

U m	 z u	 ü b e r p r üf e n,	  wi e	 si c h	 di e	 I n k u b ati o n s z eit	 a uf	 di e	 i n hi bit o ri s c h e	  A kti vit ät 	d e r	

d r ei	 S u b st a n z e n	 a u s wi r kt,	  w u r d e n	 di e	 Z ellli ni e n	 ü b e r	 2 4	 bi s	 7 2	 h	  mit	 0, 5	 µ M,	 2	 µ M	

u n d	 5	 µ M	 d e r	 j e w eili g e n	 S u b st a n z	 u nt e r	 St a n d a r d b e di n g u n g e n	 i n k u bi e rt.	  A u s	 d e n	

W e rt e n	 v o n	 d r ei	 v e r s c hi e d e n e n	 Ei n z el m e s s u n g e n	  w u r d e	 d e r	  Mitt el w e rt	 g e bil d et 	

( A b b.	 4. 4).	 Di e	z ellli ni e n s p e zifi s c h e n	 I C 5 0 -W e rt e	 d e r	 I n hi bit o r e n	 si n d	 d e r	 T a b ell e	 4. 1	

z u	 e nt n e h m e n. 	

	

T a b ell e	 4 .1 :	 I C5 0 -W e rt e	  d e r	  H D A C -I n hi bit o r e n	 1 9 e,	 1 9 h	  u n d	 1 9i .	 Di e	 I C 5 0 -W e rt e	  w u r d e n	 f ü r	 di e	
Z ellli ni e n	 V M -C U B 1,	 U M -U C -3,	 6 3 9 -V ,	 H E K 2 9 3	 u n d	 H B L A K	 b e r e c h n et.	 Di e	I n k u b ati o ns z eit	 b et r u g	 u n d	 7 2	 h.	
n. d.	 =	 W e rt	 ni c ht	 e r mitt elt .	( *)	

Z ellli ni e 	
I C5 0	 [ µ[ µ M ]] 	7 2	 h 	

1 9 e 	 1 9 h 	 1 9i 	

V M -C U B 1 	 2, 3 5 	 2, 2 4 	 0, 9 7 	

U M -U C -3 	 2, 5 4 	 2, 2 0 	 0, 8 2 	

6 3 9 -V 	 2, 8 6 	 3, 2 7 	 1, 0 3 	

H B L A K 	 n. d. 	 n. d. 	 > 5 	

H E K -2 9 3 	 n. d. 	 n. d. 	 0, 6 1 	
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k a m	 e s 	z u	 ei n e m	 I n hi bit o r -a b h ä n gi g e n	  Vit ali t ät s a n sti e g.	  Di e s e r	  w a r	2 4	 h	 n a c h	 1 9 h	

B e h a n dl u n g	  mit	 ei n e r	 si g nifi k a nt e n	  Vit alit ät s st ei g e r u n g	 u m	 4 0 %	 a m	 st ä r k st e n	

a u s g e p r ä gt.	  A u c h	 d u r c h	 di e	 I n k u b ati o n	  mit	 0, 5	 µ M	 1 9i	 k a m	 e s	 n a c h	 2 4	 h	 z u	 ei n e m	

si g nifi k a nt e n	  Vit alit ät s a n sti e g.	  Di e	 Z ellli ni e	  U M -U C -3	  w a r	 g e g e n ü b e r	 all e n	 d r ei	

I n hi bit o r e n	 d e utli c h	  w e ni g e r	 s e n siti v.	  N a c h	 2 4	 h	  w u r d e	 f ü r	 all e	 v e r w e n d et e n	

K o n z e nt r ati o n e n	 v o n	 1 9 e,	 1 9 h	 u n d	 1 9i	 s o g a r	 ei n	 Vit alit ät s a n sti e g	 d et e kti e rt.	 Z u	 all e n	

d r ei	 Z eit p u n kt e n	 e r wi e s 	si c h	 1 9i	 al s	 di e	 wi r k s a m st e 	S u b st a n z.	 U nt e r	 d e n	 Z ellli ni e n	

e r wi e s	 si c h 	6 3 9 -V 	n a c h	 2	 u n d	 5	 µ M	 al s	 b e s o n d e r s	 s e n si b el	 g e g e n ü b e r	 d e n	I n hi bit o r e n. 	

I n s g e s a mt	 li e ß	 si c h	 f ü r	  U C-Z ellli ni e n	 b e st äti g e n,	 d a s s	 1 9i	 k o n z e nt r ati o n s -	 u n d	

z eit p u n kt a b h ä n gi g	 di e	 p ot e nt e st e	 S u b st a n z	 i st.	 E r st	 d u r c h	 d e n	 Ei n s at z	 v o n	 h ö h e r e n	

K o n z e nt r ati o n e n	 w u r d e n	 mit	 1 9 e	 u n d	 1 9 h	 v e r gl ei c h b a r e	 Eff e kt e	 e r zi elt.	 L e di gli c h	 b ei	

ei n e r	 K o n z e nt r ati o n	 v o n	 0, 5	 µ M	 w a r e n	 b ei	 d e r	 Z ellli ni e	 V M -C U B 1	 ü b e r	 7 2	 h	 u n d	 b ei	

d e r	 6 3 9 -V	 ü b e r	 all e	 d r ei	 e r mitt elt e n	 Z eit p u n kt e	 di e	 I n hi bit o r e n	 1 9 e	 u n d	 1 9 h	

wi r k s a m e r.	  Di e	 Z ell vit alit ät	 r e d u zi e rt e 	si c h	 d a b ei	 d o si s a b h ä n gi g	  mit	 d e r	 St ä r k e	 d e r	

H D A C -I n hi biti o n.		

	
Di e	 K ol o ni e bil d u n g	 d e r	 Z ellli ni e n	 w u r d e	 mitt el s	 Kl o n o g e nit ät s a s s a y	 u nt e r s u c ht.	 D a z u	

w u r d e n	 di e	 Z ell e n	 ei n m ali g	  mit	 d e m	 j e w eili g e n	 7 2	 h	 I C5 0 -W e rt	 d e r	 I n hi bit o r e n	 1 9 e 	

( 2, 3 5	 µ M ),	 1 9 h	( 2, 2 4	 µ M ),	u n d	 1 9i	 ( 0, 9 7	 µ M )	i n k u bi e rt	 u n d	 d a n n	 v e r d ü n nt	 a u s g e s ät.	

N a c h	 et w a	 2	 W o c h e n	 w u r d e n	 di e	 g e bil d et e n	 K ol o ni e n	fi xi e rt	 u n d	 g ef ä r bt 	( A b b.	4. 5) .	

	

A b b.	 4 .5 :	Gi e m s a -F ä r b u n g	 d e r	 Z ellli ni e	 V M -C U B 1	 n a c h	 B e h a n dl u n g	 mit	 1 9 e,	 1 9 h	 u n d	 1 9i.	 Di e	 Z ell e n	

w u r d e n	 v o r	 d e r	  A uss a at	 b ei	 ni e d ri g e r	 Z ell di c ht e	 ü b e r	 ei n e n	 Z eit r a u m	 v o n	 7 2	 h	  mit	 d e m	 I C 2 5 	d e r 	I C5 0 -

K o n z e nt r ati o n e n 	d e r	 I n hi bit o r e n	 b e h a n d el t.	  Di e	  Gi e m s a-F ä r b u n g	  w u r d e	 d u r c h g ef ü h rt,	 n a c h d e m	 di e	  mit	

D M S O	 b e h a n d elt e n	 Z ell k ol o ni e n	 a n n ä h e r n d	 k o nfl u e nt	 w a r e n. 	

4. 2. 2.	 E ff e kt e	 a uf	 di e	 Kl o n o g e nit ät	
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Di e	 l a n gf ri sti g e	 P r olif e r ati o n sf ä hi g k eit	 d e r	 Z ellli ni e	  V M -C U B 1	  w u r d e	 n a c h	 7 2	 h	

B e h a n dl u n g	 b e s o n d e r s	 d u r c h	 di e	 I n hi bit o r e n	 1 9 e	 u n d	 1 9i	 ei n g e s c h r ä n kt.	  D e n	

st ä r k st e n	 Eff e kt	 a uf	 di e	 Z ellli ni e	  U M -U C -3	 h att e	 d e r	 I n hi bit o r	 1 9i;	 hi e r	  w u r d e	 di e	

K ol o ni e bil d u n g	 f a st	 v oll st ä n di g	 g e h e m mt.	  B ei	 d e r	 Z ellli ni e	 6 3 9 -V	  wi r kt e n	 si c h	 di e	

I n hi bit o r e n	 1 9 e	 u n d	 1 9i	 v e r gl ei c h b a r	 a uf	 di e	  Kl o n o g e nit ät	 a u s.	  B et r a c ht e t	  m a n	 di e	

Eff e kt e	 a uf	 all e	 d r ei	 Z ellli ni e n	 i n	 d e r	  G e s a mt h eit,	 h at	  wi e d e r u m	 1 9i	 di e	 st ä r k st e	

A u s wi r k u n g	 a uf	 di e	 L a n g z eit -P r olif e r ati o n sf ä hi g k eit. 	

4. 2. 2  E x pr e s si o n s pr ofil e	 n a c h 	B e h a n dl u n g	 mit	 1 9 e,	 1 9 h,	 u n d	 1 9i 		

U m	 z u	 u nt e r s u c h e n,	  w el c h e n	 Ei nfl u s s	 di e	 I n hi bit o r e n	 a uf	 di e	 m R N A	 E x p r e s si o n	 d e r	

Kl a s s e	 II a	  H D A C S	 s o wi e	 v e r s c hi e d e n e	  M a r k e r p r ot ei n e 	 h a b e n	 u n d	 o b	 si c h	 di e s e r	

z wi s c h e n	 d e n	 d r ei	 I n hi bit o r e n	 u nt e r s c h ei d et,	  w u r d e n	 di e	 Z ellli ni e n	  V M -C U B 1,	  U M -

U C -3	 u n d	 6 3 9 -V	 mit	 d e n	 S u b st a n z e n	 1 9 e,	 1 9 h	 u n d	 1 9i	 ü b e r	 ei n e n	 Z eit r a u m	 v o n	 7 2	 h	

i n k u bi e rt.	  Di e	 Eff e kt e	 d e r	 ei n z el n e n	 S u b st a n z e n	  w e r d e n	 a n h a n d	 d e r	 Z ellli ni e	  V M-

C U B 1	 b ei s pi el h aft	 b e s c h ri e b e n. 	 A uf	 di e	 z ellli ni e n s p e zifi s c h e n	  U nt e r s c hi e d e	 b ei	

B e h a n dl u n g	 mit	 1 9i	 wi r d	i n	 A b s c h nitt	 4. 3	 n ä h e r	 ei n g e g a n g e n.	 	

4. 2. 2. 1  A u s wir k u n g	 a uf	 di e	 R N A -E x pr e s si o n	 d er	 Kl a s s e	II a	 H D A C s 	

Z u n ä c h st	  w u r d e	 di e	  Wi r k u n g	 d e r	 I n hi bit o r e n	 1 9 e,	 1 9 h	 u n d	 1 9i	 b ei	  B e h a n dl u n g	  mit	

j e w eil s	 2	 µ M	 u n d	 5	 µ M	 ü b e r	 7 2	 h	 a uf	 di e	 E x p r e s si o n	 d e r	  Kl a s s e	 II a	  H D A C	  m R N A s	

mitt el s	 q u a ntit ati v e r	  R T -P C R	 d u r c h g ef ü h rt.	  Di e	 e r mitt elt e n	  W e rt e	  w u r d e n	 z u n ä c h st	

a uf	 d a s	  R ef e r e n z g e n	  T B P	 u n d	 a n s c hli e ß e n d	 a uf	 d e n	  Mitt el w e rt	 d e r	  mit	  D M S O	

b e h a n d elt e n	 Z ell e n	 n o r mi e rt.	  Di e	 r el ati v e	 E x p r e s si o n	 d e r	  Kl a s s e	 II a	  H D A C	 n a c h	 d e n	

B e h a n dl u n g e n	i st	i n	 A b bil d u n g	 9 . 1	i m	 A n h a n g	d a r g e st ellt. 	

N a c h	  B e h a n dl u n g	  w a r	 u n a b h ä n gi g	 v o m	 ei n g e s et zt e n	 I n hi bit o r	 ei n e	 e r h ö ht e	

E x p r e s si o n	 v o n	 H D A C 4	 u n d	 H D A C 5	i m	 V e r gl ei c h	 z u	 d e n	 mit	 D M S O	 b e h a n d elt e n	 Z ell e n	

e r si c htli c h.	 L e di gli c h	 di e	 H D A C 5	 E x p r e s si o n	 w a r	 n a c h	 B e h a n dl u n g	 mit	 2	 µ M	 1 9 h	 u m	

2 0 %	 v e r mi n d e rt.	  N a c h	  B e h a n dl u n g	  mit	 d e r	 j e w eil s	 h ö h e r e n	 I n hi bit o r k o n z e nt r ati o n	

sti e g	 di e	 E x p r e s si o n	 e b e nf all s	 a n.	 Di e	 h ö c h st e n	 E x p r e s si o n s w e rt e	 w e r d e n	 d u r c h	 ei n e	

B e h a n dl u n g	 mit	 d e m	I n hi bit o r	 1 9i	 e r r ei c ht.	 Di e	 r el ati v e	 H D A C 4	 R N A -M e n g e	 w a r	 n a c h	

B e h a n dl u n g	 mit	 5	 µ M	 1 9i	i m	 V e r gl ei c h	 z u r	 u n b e h a n d elt e n	 K o nt r oll e	 u m	 d a s	 D o p p elt e,	

di e	 v o n	  H D A C 5	 s o g a r	 u m	 d a s	  Vi e rf a c h e	 e r h ö ht.	  Di e	  H D A C 7	 E x p r e s si o n	  w a r	 n a c h	

B e h a n dl u n g	  mit	 all e n	 I n hi bit o r e n	 v e r mi n d e rt.	  A u c h	 hi e r	 z ei gt e	 1 9i	 di e	 st ä r k st e n	
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i n hi bit o ri s c h e n	 Eff e kt e.	 Ei n e	  B e h a n dl u n g	  mit	 5	 µ M	 1 9i	 f ü h rt e	 z u	 ei n e m	  A bf all	 d e r	

H D A C 7	 E x p r e s si o n	 a uf	 u nt e r	 1 0 %	 i m	  V e r gl ei c h	 z u r	 u n b e h a n d elt e n	  K o nt r oll e.	

D e m g e g e n ü b e r	  w u r d e	 d u r c h	 ei n e	  B e h a n dl u n g	  mit	 5	 µ M	 1 9 h	 n u r	 ei n	  H D A C 7	

E x p r e s si o n s a bf all	 v o n	 m a xi m al	 4 0 %	 e r r ei c ht.	 Di e	 E x p r e s si o n	 v o n	 H D A C 9	 v e r hi elt	 si c h	

hi n g e g e n	 s e h r	 h et e r o g e n.	  N a c h	 I n hi biti o n	  mit	 1 9 h	 u n d	 1 9i	  w u r d e	 si e	 n a c h	

B e h a n dl u n g	 mit	 2	 µ M	 h o c h r e g uli e rt,	 mit	 5 	µ M	 hi n g e g e n	 h e r u nt e r r e g uli e rt. 	

4. 2. 2. 2  A u s wir k u n g	 a uf	 di e	 α -T u b uli n -A c et yli er u n g	 s o wi e	 di e	 E x pr e s si o n	 d er	 T h y mi d yl at -S y nt h a s e 	

D e r	 Ei nfl u s s	 d e r	 I n h i bit o r e n	 a uf	 di e	 E x p r e s si o n	 u nt e r s c hi e dli c h e r	 P r ot ei n e	  w u r d e	

mitt el s	  W e st e r n -Bl ot s	 a n al y si e rt.	  D a b ei	  w u r d e n	 di e	  A u s wi r k u n g e n	 a uf	 d e n	

P r olif e r ati o n s m a r k e r	 T h y mi d yl at -S y nt h a s e	 ( T S)	 s o wi e	 d e n	 A c et yli e r u n g s g r a d	 v o n	 α -

T u b uli n	 u nt e r s u c ht.	  Di e	 Z ellli ni e n	  V M -C U B 1, 	U M -U C -3	 u n d	 6 3 9 -V	  w u r d e n	 7 2	 h	  mit	

j e w eil s	 2	µ M	 1 9 e,	 1 9 h	 u n d	 1 9i	i n k u bi e rt.	 Di e	 E r g e b ni s s e	 si n d	 e b e nf all s	 d e m	 A n h a n g	

z u	 e nt n e h m e n	( A b b.	 9 . 2).		

Di e	 E x p r e s si o n	 v o n	  T S 	 n a h m	 n a c h	 I n hi bit o r b e h a n dl u n g	 i m	  V e r gl ei c h	 z u r	

u n b e h a n d elt e n	  K o nt r oll e	 b z w.	 d e n	  mit	  D M S O	 b e h a n d elt e n	 Z ell e n	 a b.	  Di e	 st ä r k st e	

A b n a h m e	  w u r d e	 d a b ei	 d u r c h	 ei n e	 I n hi biti o n	  mit	 2	 µ M	 1 9i	 e r zi elt.	 1 9 e	 u n d	 1 9 h	

i n d u zi e rt e n	 e b e nf all s	 ei n e	 A b n a h m e	 d e r	  T S 	 E x p r e s si o n,	 di e s e	  w a r	 j e d o c h	 d e utli c h	

s c h w ä c h e r	 al s	 b ei	 1 9i.	  B e s o n d e r s	 i n	 d e r	 Z ellli ni e	  V M -C U B 1	  w u r d e n	 di e s e	 Eff e kt e	

d e utli c h,	 i n	 d e n	 Z ellli ni e n	  U M -U C -3	 u n d	 6 3 9 -V	  w a r e n	 si e	 a b g e s c h w ä c ht.	  Di e	

A c et yli e r u n g	 v o n	 α -T u b uli n	 n a h m	 n a c h	 B e h a n dl u n g	 mit	 d e n	I n hi bit o r e n	i n s g e s a mt 	z u.	

D a b ei	 sti e g	 d e r	  A c et yli e r u n g s g r a d	 b ei	  B e h a n dl u n g	  mit	 d e n	 I n hi bit o r e n	 1 9 e	 u n d	 1 9 h	

b ei	 d e r	 Z ellli ni e	 V M -C U B 1	 g e ri n gf ü gi g	 st ä r k e r	 a n	 al s	 d u r c h	 1 9i.	 B ei	 d e n	 Z ellli ni e n	 U M -

U C -3	 u n d	 6 3 9 -V	  w a r e n	 k ei n e	  U nt e r s c hi e d e	 z wi s c h e n	 d e n 	 I n hi bit o r e n	 si c ht b a r;	 di e	

A c et y li e r u n g	 v o n	 α-T u b uli n	 w a r	 hi e r	 b ei	 all e n	I n hi bit o r e n	 gl ei c h	 st a r k	 e r h ö ht. 	

	

Z u s a m m e nf a s s e n d	 l a s s e n	 di e	 E x p r e s si o n s p r ofil e	 s o wi e	 di e	  A n al y s e	 d e r	

K ol o ni e bil d u n g sf ä hi g k eit	 u n d	  D o si s -Wi r k u n g s -Ei g e n s c h aft e n	 n a c h	 I n hi biti o n	 d u r c h	

1 9 e,	 1 9 h	 u n d	 1 9i	 d e n	 S c hl u s s	 z u,	 d a s s	 1 9i	 di e	 eff e kti v st e	 S u b st a n z	 mit	 d e m	 h ö c h st e n	

i n hi bit o ri s c h e n	 P ot e nti al	 i st.	  A uf g r u n d	 d e r	 st ä r k e r e n	 u n d	 i m	 Z eit v e r gl ei c h	 s c h n ell e r	

ei n s et z e n d e n	 si g nifi k a nt e n	 P r olif e r ati o n s ei n s c h r ä n k u n g	 d e r	 Z ellli ni e n	 V M -C U B 1,	 U M -

U C -3	 u n d	 6 3 9 -V	  w u r d e	 di e s e r	 I n hi bit o r	 f ü r	 di e	  w eit e r e n	 d et ailli e rt e n	  A n al y s e n	

a u s g e w ä hlt. 	
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4. 3  B e h a n dl u n g 	d er	 U C C s 	mit	 1 9i 	

4. 3. 1  Eff e kt e	 a uf	 di e	 Vit alit ät	 d er	 U C C s 	u n d	 K o ntr oll z ellli ni e n 	

U m	 z ellli ni e n s p e zifi s c h e	  U nt e r s c hi e d e	 d u r c h	 di e	 I n hi biti o n	  mitt el s	 1 9i	 z u	

u nt e r s u c h e n,	 w u r d e n	 di e	 Z elll i ni e n	 V M-C U B 1,	 U M -U C -3	 u n d	 6 3 9 -V 	z u n ä c h st	 ü b e r	 7 2	

h	 mit	 K o n z e nt r ati o n e n	 v o n	 0, 1	 µ M	 bi s	 1 0	 µ M	 1 9i	i n k u bi e rt.	 Z u m	 V e r gl ei c h	 w u r d e	 di e	

A u s wi r k u n g	 d e r	 H D A C -I n hi biti o n	 a uf	 di e	 em b r y o n al e	 Ni e r e n z ellli ni e 	( H E K 2 9 3)	 s o wi e	

di e	 a u s	 N o r m al g e w e b e	 a n g el e gt e	 u n d	 s p o nt a n	i m m o rt ali si e rt e 	h u m a n e	 u r o e pit h el i al e	

Z ellli ni e	 ( H B L A K)	 u nt e r s u c ht .	  Di e	 E x p e ri m e nt e	  w u r d e n	 a n al o g	 z u	 d e n e n	  mit	  U C-

Z ellli ni e n	 d u r c h g ef ü h rt 	( A b b.	 4. 6).	

	

A b b.	 4 .6 :	 M T T -A s s a y	 d a r g e st ellt	 al s	  D o si s wi r k u n g s k u r v e	 z u r	  Q u a ntifi zi e r u n g	 d e r	 Z ell vit alit ät	

n a c h	 m e di k a m e nt ö s e r	 B e h a n dl u n g	 mit	 d e m	 H D A Ci	 1 9i	 d e r	 Z ellli ni e	 V M -C U B 1,	 U M -U C -3	 u n d	 6 3 9 -V	

s o wi e	 H E K 2 9 3	 u n d	 H B L A K.	 Di e	I n k u b ati o ns z eit	 b et r u g	 7 2	 h.		 E s	 w u r d e n	 K o n z e nt r ati o n e n 	v o n	 0, 1	 µ M	 bis	

1 0	 µ M	 v e r w e n d et.	  Als	 L ös u n gs k o nt r oll e	 di e nt e n	 di e	  mit	  D M S O	 i n	  M e di u m	 ( 1: 2 0 0 0)	 b e h a n d elt e n	 Z ell e n.	

Z u r	  Q u a ntifi zi e r u n g	 d e r	 Z ell vit alit ät	  w u r d e	 a us	 d e n	 vi e r	 g e m ess e n e n	 E xti n kti o n e n	 p r o	

I n hi bit o r k o n z e nt r ati o n	 d e r	 Mitt el w e rt	 g e bil d et	 u n d	 a uf	 d e n	 Mitt el w e rt	 d e r	 D M S O	 K o nt r oll e	 n o r mi e rt.	 A uf	

d e r	  A bs ziss e	 si n d	 di e	 I n hi bit o r k o n z e nt r ati o n e n	 i n	 µ M	 d a r g est ellt,	 a uf	 d e r	  O r di n at e	 di e	 r el ati v e	

P r olif e r ati o n	i n	 P r o z e nt .	( *)	

D a b ei	 z ei gt e	 si c h,	 d a s s	 all e 	U C C s	 ä h nli c h	 a uf	 di e	 B e h a n dl u n g	 r e a gi e rt e n.	 Bi s	 z u	 ei n e r	

K o n z e nt r ati o n	 v o n	 2	 µ M	 r e a gi e rt e n	 di e	  U M -U C -3	 u n d	 6 3 9 -V	 s e n siti v e r	 i m	  V e r gl ei c h	

z u r	  V M -C U B 1.	  A b	 ei n e r	  K o n z e nt r ati o n	 v o n	 2	 µ M	  w a r e n	 di e	 Z ellli ni e n	  V M -C U B 1	

( e pit h eli al / m e s e n c h y m al)	 u n d	 6 3 9 -V	 ( m e s e n c h y m al)	 s e n siti v e r.	 Ei n	 v oll st ä n di g e r	

z yt ot o xi s c h e r	 Eff e kt	 w u r d e	 b ei	 di e s e n	 Z ellli ni e n	 mit	 4	 µ M	 1 9i	 e r r ei c ht.	I n	 d e r	 Z ellli ni e	

U M -U C -3	 ( m e s e n c h y m al)	 fi el	 a b	 ei n e r	  K o n z e nt r ati o n	 v o n	 2	 µ M	 di e	  Vit alit ät	 ni c ht	

w eit e r	 a b	 u n d	 bli e b	 bi s	 z u	 ei n e r	 K o n z e nt r ati o n	 v o n	 1 0 	µ M	 b ei	 et w a	 3 0 %.	 	

Di e	  K o nt r oll z ellli ni e n 	 r e a gi e rt e n	 u nt e r s c hi e dli c h	 st a r k	 a uf	 di e	  B e h a n dl u n g.	  B ei	

st ei g e n d e n	 I n hi bit o r k o n z e nt r ati o n e n	 n a h m	 di e	 Z ell vit alit ät	 k o n z e nt r ati o n s a b h ä n gi g	

a b,	 all e r di n g s	  w a r	 di e	  H E K 2 9 3	 Z ellli ni e	 d e utli c h 	s e n siti v e r	 al s	 di e	  U C C s.	 S c h o n 	b ei	

0 

0, 5 

1 

0 0, 5 1 1, 5 2 2, 5 3 3, 5 4 4, 5 5 
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V M- C U B 1 U M- U C- 3 6 3 9- V H E K 2 9 3 H B L A K 
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ei n e r	  K o n z e nt r ati o n	 v o n	 0, 1	 µ M	 k a m	 e s	 z u	 ei n e m	 di r e kt e n 	V e rl u st	 d e r	 Z ell vit alit ät.	

E i n	 v oll st ä n di g e r	 z yt ot o xi s c h e r	 Eff e kt	 w u r d e	 b e r eit s	 b ei	 ei n e r	 K o n z e nt r ati o n	 v o n	 1, 5	

µ M	 e r r ei c ht. 	D e r	I C 5 0 – W e rt	l a g	 mit	 0, 6 1	 µ M	 d e utli c h	 u nt e r	 d e m	 d e r	 U C -Z ellli ni e n.	 Di e	

Z ellli ni e	  H B L A K	  w a r	 hi n g e g e n	 b ei	 all e n	 I n hi biti o n s k o n z e nt r ati o n e n	 d e utli c h	

r e si st e nt e r,	 a u c h	i m	 V e r gl ei c h	 z u	 d e n	 U C C s.	 D e r	 I C 5 0 	l a g	 mit	 W e rt e n	 ü b e r	 5	µ M	 ü b e r	

d e m	 m e s s b a r e n	 B e r ei c h	( v gl.	 T a b.	 4. 1).	 	

U m	 ei n e	  Ä n d e r u n g	 d e r	 Affi nit ät	 o d e r	 S p e zifit ät	 d e s	 I n hi bit o r s	 d u r c h	 ei n e	

M et a b oli si e r u n g	 d e r	 S u b st a n z	 a u s z u s c hli e ß e n ,	 w u r d e	i n	 ei n e m	 w eit e r e n	 V e r s u c h	di e	

Wi r k u n g	 d e s	  H a u pt m et a b olit e n	 v o n	 1 9i,	 n ä mli c h	 d e r	 k o r r e s p o n di e r e n d e n	

C a r b o n s ä u r e,	 u nt e r s u c ht.	 D a b ei	 w u r d e n	 K o n z e nt r ati o n e n	 v o n	 2 0	 µ M,	 5 0	 µ M	 u n d	 1 0 0	

µ M	 L M K 2 3 5 -C O O H	 v e r w e n d et.	  All e r di n g s	 z ei gt e	 d e r	  M et a b olit	 s el b st	 b ei	 d e r	

V e r w e n d u n g	 v o n	 1 0 0	 µ M	 n u r	 ei n e	 s e h r	 g e ri n g e	 i n hi bit o ri s c h e	  A kti vit ät	 g e g e n ü b e r	

U C -Z ellli ni e n	( A b b.	 9 . 3	i m	 A n h a n g).	

	

I m	 w eit e r e n	 V e rl a uf	 w u r d e n	 di e	 K o n z e nt r ati o n s-	u n d	 B e h a n dl u n g s z eit r ä u m e	 a n h a n d	

d e r	 I C 5 0 -W e rt e	 d e r	  U C C s	 a n g e p a s st.	  U m	 z ellli ni e n s p e zifi s c h e 	A u s wi r k u n g e n	 a uf	 di e	

I n hi biti o n	 k o n z e nt r ati o n s a b h ä n gi g	 v e r gl ei c h e n	 z u	 k ö n n e n,	  w u r d e n	 f ü r	 di e	  w eit e r e n	

V e r s u c h e	 di e	 K o n z e nt r ati o n	 1	 µ M	 u n d	 2 	µ M	 ü b e r	 e i n e n	  B e h a n dl u n g s z eit r a u m	 v o n	

2 4 	h	 u n d	 4 8	 h	 a u s g e w ä hlt.	  U nt e r	 di e s e n	  B e di n g u n g e n	  w a r	 ei n	  mitt el st a r k e r	

I n hi biti o n s eff e kt	 g e w ä h rl ei st et,	 b ei	 d e m	 di e	 m ol e k ul a r e n	 A u s wi r k u n g e n	 ei n e r	 H D A C-

I n hi biti o n	 a uf	 di e	 g e w ä hlt e n	  U C-Z ellli ni e n	 g ut	 e rf a s s b a r	  w a r e n.	  Al s	 P o siti v k o nt r oll e	

w u r d e	 d e r	 p a n -I n hi bit o r	 V o ri n o st at	 ( S A H A	 2, 5	µ M)	 ei n g e s et zt.	 D e s s e n	 Wi r k u n g e n	 a uf	

m ol e k ul a r e r	 E b e n e	 si n d	 b e r eit s	 i n	 vi el e n	 P u bli k ati o n e n	 b e s c h ri e b e n,	 a u c h	 f ü r	  U C C s	

( v gl. Ni e gi s c h	 et	 al.,	 2 0 1 3) .	

	

Mitt el s	  Kl o n o g e nit ät s a s s a y	  w u r d e	 u nt e r s u c ht,	  w el c h e	  A u s wi r k u n g	 ei n e	 ei n m ali g e	

I n k u b ati o n	  mit	 1 9i	 a uf	 di e	  K ol o ni e bil d u n g	 d e r	 Z ellli ni e n	  V M-C U B 1,	  U M -U C -3 	 u n d 	

6 3 9 -V	 s o wi e	  H E K 2 9 3	 u n d	  H B L A K	 h at.	  Di e	 Z ell e n	  w u r d e n	 t ä gli c h	  mi k r o s k o pi s c h	

k o nt r olli e rt,	 bi s	 di e	  mit	  D M S O	 b e h a n d elt e n	 Z e ll e n	 ei n e n	 k ol o ni e r ei c h e n	 Z ell r a s e n	

g e bil d et	 h att e n 	( A b b.	 4. 7).		
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4. 3. 2  Ei nfl u s s	 a uf	 d e n	 Z ell z y kl u s 		

U m	 z u	 u nt e r s u c h e n,	 d u r c h	  w el c h e	  M e c h a ni s m e n	 di e	  Vi a bilit ät	 u n d	 di e	  Kl o n o g e nit ät	

ei n g e s c h r ä n kt	  w e r d e n ,	 w u r d e	 d e r	 Ei nfl u s s	 v o n	 1 9i	 a uf	 di e	 Z ell z y kl u s v e rt eil u n g	

mitt el s 	D u r c hfl u s s z yt o m et ri e	 a n al y si e rt .	 B ei	 d e r	 Z ell z y kl u s-A n al y s e	 d e r	 Z ellli ni e	 V M -

C U B 1,	 U M -U C -3	 u n d	 6 3 9 -V	 k o n nt e	 n a c h	 2 4	 h	 B e h a n dl u n g	 mit	 1	 µ M	 1 9i	 ei n e	l e i c ht e,	

mit	 2	 µ M	 1 9i	 hi n g e g e n	 ei n e	 st a r k e	 E r h ö h u n g	 d e r	  G 2 / M -F r a kti o n	 i m	  V e r gl ei c h	 z u r	

D M S O -K o nt r oll e	f e st g e st el lt	 w e r d e n	 (A b b.	 4. 8).	 B ei	 d e n	 Z ellli ni e n	 V M -C U B 1	 u n d	 U M -

U C -3	  w a r	 di e	  G 2 / M -F r a kti o n	 n a c h	 4 8	 h	 i m	  V e r gl ei c h	 z u r	 2 4	 h	  B e h a n dl u n g	 l ei c ht	

v e r mi n d e rt.	 E i n e	  B e h a n dl u n g	  mit	 2, 5	 µ M	 S A H A	 e r g a b	 b ei	 b ei d e n	 Z ell e n	 ei n e	 d e r	

D M S O -K o nt r oll e	 ä h n el n d e	 Z ell z y kl u s v e rt eil u n g.	  Di e	 S -P h a s e	 b z w.	  G 2 / M -F r a kti o n	

z ei c h n et e	 si c h	 d u r c h	 ei n	 u n r e g el m ä ßi g e s,	„ g e z a c kt e s“	 P r ofil	 a u s.	 Ei n e	 B e h a n dl u n g	 d e r	

6 3 9 -V	  mit	 2, 5	 µ M	 S A H A	 z ei gt e	 n a c h	 2 4	 h	 e b e nf all s	 ei n e	 st a r k e	 E r h ö h u n g	 d e r	  G 2 / M	

F r a kti o n.	 Ei n e	 I n k u b ati o n	 ü b e r	 4 8	 h	 f ü h rt e 	 i n	 di e s e r	 Z ellli ni e	 hi n g e g e n	 z u	 ei n e m	

u n d efi ni e r b a r e n	 Z ell z y kl u s -P r ofil,	 b ei	 d e m	 ei n e	 Z u o r d n u n g	 z u	 d e n	 ei n z el n e n	 P h a s e n	

ni c ht	 m e h r	 m ö gli c h	 w a r.	 	

B ei	 d e r	 Z ellli ni e	 H E K 2 9 3	 k o n nt e	 z wi s c h e n	 b ei d e n	  B e h a n dl u n g s z eit r ä u m e n	 k ei n	

U nt e r s c hi e d	 b e o b a c ht et	 w e r d e n	 ( A b b.	 4. 9). 	Di e	 Z ell z y kl u s eff e kt e	 ä h n elt e n	 d e n e n	 d e r	

U C C s	 u n d	 z ei c h n et e n	 si c h	 d u r c h	 ei n e n	 k o n z e nt r ati o n s a b h ä n gi g e n	 A n sti e g	 d e r	 G 2 / M -

F r a kti o n	 a u s.	 I n	 d e r	 Z ellli ni e	  H B L A K	 bli e b	 d a s	 Z ell z y kl u s p r ofil	 n a c h	  B e h a n dl u n g	

hi n g e g e n	 u n v e r ä n d e rt. 	
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A b b.	 4 .8 :	 Z ell z y kl u s -A n al y s e	 d e r	 U C -Z ellli ni e n	 V M -C U B 1 ,	 U M-U C -3	 u n d	 6 3 9 -V	 n a c h	 2 4	 h	 u n d	 4 8	 h.	

V o n	li n ks	 n a c h	 r e c hts :	 D M S O-K o nt r oll e,	 S A H A	 2, 5	 µ M,	 1 9i	 1	 µ M	 u n d	 1 9i	 2	 µ M	 n a c h	 2 4	 h 	( o b e r e	 R ei h e)	 u n d	
4 8	 h	 ( u nt e r e	 R ei h e ).	 I n	 d e m	 Hist o g r a m m	ist	 a uf	 d e r	 A bs ziss e	ist	 di e	 Fl u o r es z e n zst ä r k e	 d a r g est ellt,	 a uf	 d e r	
O r di n at e	 di e	 g e m ess e n e	 Z ell z a hl .	( *).	

D M S O	 1 9i	 1 μ M	 1 9i	 2 μ M	

V
M-

C
U
B
1	

U
M-

U
C-

3	
2 4 h	

4 8 h	

2 4 h	

4 8 h	

S A H A	 2, 5	 μ M 	

D M S O	 1 9i	 1 μ M	 1 9i	 2 μ M	

6
3
9-

V	

2 4 h	2 4 h	

4 8 h	

S A H A	 2, 5	 μ M 	
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A b b.	 4 .9 :	Z ell z y kl u s -A n al y s e	 d e r	 Z ellli ni e n 	H E K 2 9 3	 u n d	 H B L A K	 n a c h	 2 4	 h	 u n d	 4 8	 h.	 V o n	li n ks	 n a c h	

r e c hts :	 D M S O-K o nt r oll e,	 S A H A	 2, 5	 µ M,	 1 9i	 1	 µ M	 u n d	 1 9i	 2	 µ M	 n a c h	 2 4	 h 	( o b e r e	 R ei h e)	 u n d	 4 8	 h	 ( u nt e r e	
R ei h e ).	 I n	 d e m	 Hist o g r a m m	ist	 a uf	 d e r	 A bs ziss e	ist	 di e	 Fl u o r es z e n zst ä r k e	 d a r g est ellt,	 a uf	 d e r	 O r di n at e	 di e	
g e m ess e n e	 Z ell z a hl .	( *).	

	 	

D M S O	 1 9i	 1 μ M	 1 9i	 2 μ M	

HE
K
2
9
3	

H
BL

A
K	

2 4 h	

4 8 h	

2 4 h	

4 8 h	

S A H A	 2, 5	 μ M 	
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i m	 Z ell k e r n	 a n,	 d a s	 Z yt o pl a s m a	 bl ei bt	 fl u o r e s z e n zf r ei( A b b.	 4. 1 2	 A 2 	 u n d	  B 2 ).	 Ei n e	

G e g e nf ä r b u n g	 d e s	 Z yt o s k el ett s	  w u r d e	  mitt el s	 P h all oi di n	 v o r g e n o m m e n,	  w el c h e s	 di e	

F -A kti n	 Fil a m e nt e	 d a r st ellt	 ( A b b.	 4. 1 2 	A 1 	u n d	  B 1 ).	  Di e	 Z ell k e r n e	  w u r d e n	 d a n n	 i m	

Fl u o r e s z e n z mi k r o s k o p	 a n al y si e rt	 u n d	 q u a ntit ati v	 a u s g e w e rt et 	( A b b.	 4. 1 2	 C).	 I n	 d e n	

Z ell e n	 w a r	 d e r	 N u kl e u s	 st a r k	 g ef ä r bt, 	d e r	 N u kl e ol u s	 z ei gt e	 hi n g e g e n	 e i n	 s c h w ä c h e r e s	

Si g n al	 ( A b b.	 4. 1 2 	 C 1	 u n d	 C 2).	 E s	  w a r e n	 d e utli c h e	  U nt e r s c hi e d e	 z wi s c h e n	 d e n	

N e g ati v k o nt r oll e n	 u n d	 d e n	  mit	 1 9i	 b e h a n d elt e n	  U C C s 	 z u	 e r k e n n e n.	  Di e	

N e g ati v k o nt r oll e n	 z ei gt e n	 g r ö ßt e nt eil s	 r u n dli c h e,	 i nt a kt e	  N u kl ei	  m it	  m e h r-	 o d e r	

mi n d e r	 st a r k	 k o n d e n si e rt e n	 C h r o m ati n	  B e r ei c h e n	 ( A b b.	 4. 1 2 	 C 1	 u n d	 C 2).	

F r a g m e nti e rt e	 Z ell k e r n e	  w a r e n	 k a u m	 v o r h a n d e n.	 E b e nf all s	  w a r e n	  mit oti s c h e	

St r u kt u r e n 	 mit	 st ä r k e r e r	 Fl u o r e s z e n z	 i n	 v e r s c hi e d e n e n	  T e il u n g s p h a s e n	 si c ht b a r	

( A b b.	 4. 1 2	 C 2	 u n d	 C 3) .	  Di e	  m o r p h ol o gi s c h e n	  V e r ä n d e r u n g e n	 d e r	 Z ell k e r n e	  w a r e n	

i n n e r h al b	 d e r	 d r ei	  U C-Z ellli ni e n	 v e r gl ei c h b a r,	 s o d a s s	 di e	 E r g e b ni s s e	 b ei s pi el h aft	

a n h a n d	 d e r	 Z ellli ni e	 V M -C U B 1	 d a r g e st ellt	 s i n d	( A b b.	 9. 4	i m	 A n h a n g).	

	

A b b.	 4 .1 2 :	 B ei s pi el h aft e	  Bil d a u s s c h nitt e 	 z yt o c h e mi s c h e r 	 Fl u o r e s z e n zf ä r b u n g e n .	 N e g ati v -

K o nt r oll e n 	d e r	 Z el lli ni e	 V M-C U B 1. 	( A	 1-3	 u n d	 B	 1 -3)	 Bil d a uss c h nitt e	 v o n	 Z ell e n	 g ef ä r bt	 mit	 F -A kti n	 ( 1),	

D a pi	 ( 2) 	u n d	 Ü b e rl a g e r u n g	 ( 3).	 ( C 	1 -3 )	B il d a uss c h nitt e	 v e rs c hi e d e n e r	 Z ell k e r n-A ns a m ml u n g e n .	F -A kti n	 =	

F ä r b u n g	 d es	 Z yt os k el ett.	 D a pi	 =	 F ä r b u n g	 d es	 Z ell k e r ns.	 M e r g e	 =	 Ü b e rl a g e r u n g	 d e r	 Bil d e r	 a us	 F -A kti n -	u n d	

D a pi -F ä r b u n g.	 4 0 x	 V e r g r ö ß e r u n g.	 M a ßst a b	 2 5	 µ M. 	

A)	

B)	

1	 2	 3	

1	 2	 3	

C)	

1	 2	 3	

F- A k ) n 	

F- A k ) n 	

D a pi 	

D a pi 	

D a pi 	 D a pi 	 D a pi 	

M er g e 	

M er g e 	
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I m	 G e g e n s at z	 d a z u	 t r at e n	 b ei	 d e n	 mit	 1 9i	 u nd	 S A H A	 b e h a n d elt e n	 U C C s 	v e r s c hi e d e n e	

a p o pt oti s c h e	 M e r k m al e	 a uf 	( A b b.	 4. 1 3).	 N e b e n	 ei n e r	 v e r m e h rt e n	 Z a hl	f r ag m e nti e rt e r	

Z ell k e r n e	 ( A b b.	 4. 1 3 	 A	 1 -3)	  w a r e n	 a u c h	 v e r ei n z elt	 a p o pt oti s c h e	  A b s c h n ü r u n g e n	

e r k e n n b a r	 ( A b b.	 4. 1 3 	B 1 -3 ).	 B e s o n d e r s	 a uff älli g	 w a r	 di e	 v e r m e h rt e	 A n s a m ml u n g	 v o n	

u n r e g el m ä ßi g	 g r o ß e n	  K e r nf r a g m e nt e n	 n e b e n	 Z ell k e r n e n,	 di e	 al s	  Mi k r o n u kl ei	 z u	

i nt e r p r eti e r e n	 si n d	 ( A b b.	 4. 1 3	 C	 1 -3).	 E b e nf all s	  w u r d e n	 v e r ei n z el n d,	 st a r k	

k o n d e n si e rt e	 Z ell k e r n b e r ei c h e	 b e o b a c ht et	( A b b.	 4. 1 3 	C 2).	 	

	

A b b.	 4 .1 3 :	Z yt o c h e mi s c h e	 Fl u o r e s z e n zf ä r b u n g	 mit	 n u kl e ä r e n	 V e r ä n d e r u n g e n	 n a c h	I n k u b ati o n	 mit	

1 9i.	 ( A)	f r a g m e nti e rt e	 Z ell k e r n e.	 ( B)	 a p o pt otis c h e	 A bs c h n ü r u n g e n.	 ( C)	 Mi k r o n u kl ei.	 D a pi	 =	 F ä r b u n g	 d es	

Z ell k e r ns.	 4 0 x	 V e r g r ö ß e r u n g.	 Di e	 Z ell k e r n e	 w u r d e n	 z u r	 b ess e r e n	 D a rst ell u n g	 a us	 d e n	 o ri gi n al	 F ot os	 ( 4 0 x	

V e r g r ö ß e r u n g)	 a us g es c h nitt e n	 u n d	 v e r g r ö ß e rt. 	

U m	 di e s e	  V e r ä n d e r u n g e n	 o bj e kti v e r	 b e u rt eil e n	 z u	 k ö n n e n,	  w u r d e n	 di e	 Z ell k e r n e	

a u s g e z ä hlt.	 Ei n e	  B e h a n dl u n g	  mit	 1 9i	 f ü h rt e	 i n n e r h al b	 d e r	 Z ellli ni e n	  V M -C U B 1	 u n d	

U M -U C -3	 z u	 ei n e r	 k o n z e nt r ati o n s a b h ä n gi g e n	  V e r m i n d e r u n g	 d e r	  Mit o s e n	 ( A b b.	

4. 1 4 	A).	  Di e s e	 i st	 j e d o c h	 a uf	  G r u n d	 d e r	 g e ri n g e n	  A u s g a n g s w e rt e 	( N e g ati v k o nt r oll e:	

V M -C U B 1	 2, 7 %;	 U M -U C -3	 1, 4 %)	 u n d	 d e r	 d a mit	 v e r b u n d e n e n	 g e ri n g e n	 p r o z e nt u al e n	

R e d u kti o n	 n a c h	  B e h a n dl u n g	 ni c ht	 si g nifi k a nt.	  A n d e r e r s eit s	 z ei gt	 si c h	 ei n e	  mit	 d e r	

I n k u b ati o n s z eit	 z u n e h m e n d e	  A n z a hl	 a n	  Mi k r o n u kl ei.	  Di e s	  w a r	 b ei	 d e r	 Z ellli ni e	  V M-

C U B 1	  mit	 ei n e m	  A n sti e g	 a uf	 1 4 %	 n a c h	 4 8	 h	 I n k u b ati o n	  mit	 1 9i	 a m	 st ä r k st e n	

A)	

B)	

C)	

1	

1	

1	

2	

2	

2	

3	

3	

3	

D a pi 	 D a pi 	 D a pi 	

D a pi 	 D a pi 	 D a pi 	

D a pi 	 D a pi 	 D a pi 	
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I n hi bit o r k o n z e nt r ati o n	 ei n e	  A ufl o c k e r u n g	 d e s	 Z ell v e r b a n d e s	  mit	 g e ri n g e r e r	

Z ell di c ht e.	 Z u s ät zli c h	 v e r ä n d e rt e	 si c h	 b ei	 b ei d e n	  K o n z e nt r ati o n e n	 di e	  G r ö ß e	 d e r	

Z ell e n.	  D e r 	 D u r c h m e s s e r	 d e r	 u n b e h a n d elt e n	  U C C s 	 b et r ä gt	 i n	 d e r	 l ä n g st e n	

A u s d e h n u n g	i m	 D u r c h s c h nitt	 et w a	 1 0 0	 µ m.	 N a c h	 B e h a n dl u n g	 mit	 1	 µ M	 u n d	 2	 µ M	 1 9i	

w a r e n	 di e	 Z ell e n	 i n s g e s a mt	 i n	 i h r e r	 Fl ä c h e	 d e ut li c h	 v e r g r ö ß e rt.	 I n n e r h al b	 d e s	

Z ell r a s e n s	 w a r e n	 v e r ei n z elt	 Z ell e n	 mit	 e r h ö ht e m	 Z yt o pl a s m a	 V ol u m e n	 e r k e n n b a r,	 di e	

i m	 g r ö ßt e n	  D u r c h m e s s e r	 bi s	 z u	 2 0 0	 µ m	 b r eit	  w a r e n.	 Z u s ät zli c h	  w a r e n	 di e	 b ei	 d e n	

u n b e h a n d elt e n	 Z ell e n	 v o r k o m m e n d e n	 d ü n n e n,	 si c h elf ö r mi g e n	 Z ell a u s l ä uf e r	 n a c h	

B e h a n dl u n g	 s elt e n e r	 z u	 b e o b a c ht e n.	 E b e nf all s	  w u r d e n	 v e r m e h rt	 r u n dli c h e	 Z ell e n	

si c ht b a r,	 di e	 d e m	 Z ell v e r b a n d	 a ufl a g e n.	 Di e s e r	 Eff e kt	 w a r	 b e s o n d e r s	 b ei	 d e r	 Z ellli ni e	

6 3 9 -V	 n a c h	 2 4	 h	 u n d	 4 8	 h	 z u	 b e o b a c ht e n.	 Ei n	  U nt e r s c hi e d	 ü b e r	 di e	 I n k u b ati o n s z eit 	

k o n nt e	 ni c ht	 f e st g e st ellt	  w e r d e n.	  A n al o g	 z u	 d e n	  U C C s	  w u r d e n	 n a c h	  B e h a n dl u n g	 d e r	

Z ellli ni e n	 H E K 2 9 3	 u n d	 H B L A K	 mit	 d e m	I n hi bit o r	 1 9i	 ä h nli c h e	 Eff e kt e	 e r si c htli c h.	 B ei	

d e r	 H E K 2 9 3	 w a r	 d e r	 Z ell v e r b a n d	 a uf g el o c k e rt	 mit	 v e r m e h rt	 a b g e r u n d et e n	 Z ell e n,	 di e	

si c h	 v o m	 S c h al e n b o d e n	 g el ö st	 h att e n	 u n d	 d e m	 Z ell v e r b a n d	 i n	  m e h r e r e n	 E b e n e n	

a ufl a g e n.	  Di e	 Z ell e n	  w u c h s e n	 i n	  w e ni g e r	 di c ht e n,	 v e r ei n z elt e n	  K ol o ni e n	 a uf	 d e m	

S c h al e n b o d e n	 st att	 i n	 g r ö ß e r e n	 Z ell v e r b ä n d e n,	  wi e	 b ei	 d e r	  D M S O	  K o nt r oll e.	  D e r 	

Z ell d u r c h m e s s e r	  w a r	 b ei	  H E K 2 9 3	 Z e ll e n	 ni c ht	 e r k e n n b a r	 v e r g r ö ß e rt,	 j e d o c h	 b ei	

H B L A K	 Z ell e n.	  N a c h	 I n hi biti o n	 d u r c h	 1 9i	 z ei gt e	 si c h	 b ei	 ei ni g e n	  H B L A K	 Z ell e n	 ei n e	

k o n z e nt r ati o n s -	 u n d	 i n k u b ati o n s z eit u n a b h ä n gi g e	  V e r d o p p el u n g	 bi s	  V e r d r eif a c h u n g	

d e s	 Z ell d u r c h m e s s e r s.	  Di e	  G r ö ß e	 d e r	  N u kl ei	 bli e b	 d a b ei	 u n v e r ä n d e rt,	 l e di gli c h	 d a s	

Z yt o pl a s m a	 z ei gt e	 ei n e	 st a r k e	  G r ö ß e n z u n a h m e	 a uf	 bi s	 z u	 1 5 0	 µ m	 i m	 l ä n g st e n	

D u r c h m e s s e r.	 	

Di e	  m o r p h ol o gi s c h e n	  V e r g r ö ß e r u n g e n	 d e r	 ei n z el n e n	 Z ell e n	 k ö n nt e n	 a uf	 ei n e	

S e n e s z e n z	 z u r ü c k z uf ü h r e n	 s ei n.	 U m	 di e s	 z u	 ü b e r p r üf e n,	 w u r d e	 mit	 d e n	 Z ellli ni e n	 V M -

C U B 1	 u n d	 U M -U C -3	 ei n	 S e n e s z e n z -N a c h w ei s	 ü b e r	 d e n	 S e n e s z e n z -a s s o zii e rt e n	 s a u r e n	

β -G al a kt o si d a s e -A s s a y	 d u r c h g ef ü h rt.	  Di e	 E r g e b ni s s e	  w u r d e n	 li c ht mi k r o s k o pi s c h	

a n al y si e rt	 u n d	 f ot o g r afi s c h	 f e st g e h alt e n 	 ( A b b.	 4. 1 6).	 B e s pi el h aft	 si n d	 di e	 Z ellli n i e n	

V M -C U B 1	 u n d	 H E K 2 9 3	 a b g e bil d et. 	
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S o w o hl	 i n	 d e r	  D M S O -K o nt r oll e	 d e r	 Z ellli ni e	  V M -C U B 1	 al s	 a u c h	 n a c h	  B e h a n dl u n g	

k o n nt e n	 s e n e s z e nt e	 Z ell e n	  mit	 bl ä uli c h e r	 F ä r b u n g	 g e s e h e n	  w e r d e n.	 I n	 d e r	  D M S O -

K o nt r oll e	  w a r e n	 u n a b h ä n gi g	 v o n	 d e r	  B e h a n dl u n g s z eit	 s o w o hl	 ei n z el n e,	 st a r k e	 u n d	

s c h w ä c h e r	 g ef ä r bt e	 s o wi e	 ei n	  G r o ßt eil	 u n g ef ä r bt e r	 Z ell e n	 si c ht b a r.	  N a c h	 I n hi biti o n	

mit	 1 9i	  w a r	 d a s	 e r h ö ht e	 Z yt o pl a s m a	  V ol u m e n	 b ei	 d e r	  M e h r z a hl	 d e r	 Z ell e n	 bl ä uli c h	

g ef ä r bt.	 Ei n e	 Vi el z a hl	 d e r	 Z ell e n	 wi e s	 ei n e	 s c h w a c h e,	 bl ä uli c h e ,	 p e ri n u kl e ä r e	F ä r b u n g.	

Di e	 A n z a hl	 d e r	 g ef ä r bt e n	 Z ell e n	 n a h m	 k o n z e nt r ati o n s a b h ä n gi g	 z u.	 E s	 b e st e ht	j e d o c h	

k ei n	 Z u s a m m e n h a n g	 z wi s c h e n	 d e n	  m o r p h ol o gi s c h	 st a r k	 v e r g r ö ß e rt e n	 Z ell e n	 n a c h	

1 9i	 B e h a n dl u n g	 u n d	 ei n e m	 Ei nt ritt	 a u s s c hli e ßli c h	 di e s e r	 Z ell e n	i n	 di e	 S e n e s z e n z.	 Di e	

F ä r b u n g	 d e r	 Z ell e n	  w a r	 g r ö ß e n u n a b h ä n gi g;	 ei ni g e	 g r ö ß e r e	 Z ell e n	  w a r e n	 t eil s	 st a r k	

a n g ef ä r bt	  w ä h r e n d	 a n d e r e,	 v e r gl ei c h b a r	 g r o ß e	 Z el l e n	 k ei n e n	 Eff e kt	 a uf	 di e	

S e n e s z e n z -B e h a n dl u n g	 z ei g e n.	  Di e	 F ä r b u n g	 a uf	 d e n	 S e n e s z e n z m a r k e r	 S A -β -

G al a kt o si d a s e	 e r g a b	 b ei	 d e r	 Z ellli ni e	  H E K 2 9 3	 k ei n e n	  U nt e r s c hi e d	 v o r	 u n d	 n a c h	

B e h a n dl u n g	  mit	 1 9i.	 S o w o hl	 di e	  D M S O -K o nt r oll e n	 al s	 a u c h	 di e	 b e h a n d elt e n	 Z ell e n	

e nt h i elt e n	ei n e n	 ä h nli c h	 g r o ß e n	 A nt eil	 bl ä uli c h e r	 Z ell e n. 	

4. 3. 5  E x pr e s si o n s v er ä n d er u n g e n 	n a c h	 B e h a n dl u n g	 mit	 1 9i 		

F ü r	 di e	  A n al y s e	 v o n	 v e r s c hi e d e n e n	 n a c h g e s c h alt et e n	 Zi el g e n e n	 s o wi e	

u nt e r s c hi e dli c h e n	 E x p r e s si o n s ni v e a u s	 d e r	 Kl a s s e	 II a	 H D A C s	 n a c h	 B e h a n dl u n g	 mit	 1 9i	

w u r d e n	 di e	 Z ellli ni e n	  V M -C U B 1,	  U M -U C -3	 u n d	 6 3 9 -V	 ü b e r	 2 4	 h	 u n d	 4 8	 h	 i n k u bi e rt	

u n d	 j e w eil s	  R N A	 u n d	 P r ot ei n	 i s oli e rt.	 Ei n e	  A u s w e rt u n g	 d e r	 P r ot ei n -E x p r e s si o n	

e rf ol gt e	 n a c h	 4 8	 h	I n k u b ati o n.	 	

4. 3. 5. 1  A u s wir k u n g	 a uf	 di e	 R N A -E x pr e s si o n	 d er	 Kl a s s e	II a	 H D A C s	 	

Di e	 A u s wi r k u n g	 a uf	 di e	 m R N A	 E x p r e s si o n	 d e r	 Kl a s s e	II a	 H D A C s	i n	 d e n	 v e r s c hi e d e n e n	

Z ellli ni e n	  w u r d e	 ü b e r 	 q u a ntit ati v e	  R T -P C R	 v e rf ol gt .	  Di e	 r el ati v e	  Kl a s s e	 II a	  H D A C	

E x p r e s si o n	 n a c h	 B e h a n dl u n g	i st	i n	 A b bil d u n g	 4. 1 7 	d a r g e st ellt. 	
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E r g e b ni s s e 	

	 7 5 	

sti e g	 di e	  H D A C 4	 E x p r e s si o n	 n a c h	 2 4	 h	 e b e nf all s	 k o n z e nt r ati o n s u n a b h ä n gi g	 u m	 d a s	

Z w eif a c h e	 a n.	 Ei n e	I n k u b ati o n	 ü b e r	 4 8	 h	 h att e	 k ei n e	 st ä r k e r e n	 A u s wi r k u n g e n	 a uf	 di e	

H D A C 4	 E x p r e s si o n.	 Di e s	i st	 e b e nf all s	i n	 d e r	 Z ellli ni e	 6 3 9 -V	 e r si c htli c h.	 	

Di e	 H D A C 5	 m R N A	 E x p r e s si o n	 w a r	 hi n g e g e n	i n	 all e n	 Z ellli ni e n,	 b e s o n d e r s	 n a c h	 2 4	 h	

I n k u b ati o n	  mit	 1 9i	 i n	 d e n	 Z ellli ni e n	  V M-C U B 1	 u n d	  U M -U C -3,	 st a r k	 e r h ö ht.	  Di e	

E x p r e s si o n s st ä r k e	 n a h m	 e b e nf all s	  mit	 st ei g e n d e r	 I n hi bit o r k o n z e nt r ati o n	 si g nifi k a nt	

z u.	 Ei n e	  B e h a n dl u n g	  mit	 2 	µ M	 1 9i	 f ü h rt e	 i n	 all e n	 d r ei	 Z ellli ni e n	 z u	 ei n e m	 st ä r k e r e n	

E x p r e s si o n s a n sti e g	 v o n	  H D A C 5	  m R N A	 al s	 ei n e	  B e h a n dl u n g	  mit	 d e m	 p a n -H D A C	

I n hi bit o r	 S A H A	 ( 2, 5	µ M).	 Di e	 st ä r k st e	 A u s wi r k u n g	 a uf	 d a s	 H D A C 5	 E x p r e s si o n s ni v e a u	

w a r	i n	 d e r	 Z ellli ni e	 U M -U C -3	 si c ht b a r.	 N a c h	 2 4	 h	 sti e g	 di e	 r el ati v e	 R N A -M e n g e	 n a c h	

B e h a n dl u n g	  mit	 1	 µ M	 u n d	 2	 µ M	 a uf	 d a s	 1 6 -	 b z w.	 2 5 -F a c h e.	  N a c h	  w eit e r e n	 2 4	 h	

I n k u b ati o n	 s a n k	 di e	 E x p r e s si o n	 l ei c ht	 a uf	 d a s	 8-	 b z w.	 1 4 -F a c h e	 i m	  V e r gl ei c h	 z u r 	

D M S O -K o nt r oll e.	  Di e	 Z ellli ni e	 6 3 9 -V	 r e a gi e rt e	  mit	 ei n e r	 E r h ö h u n g	 u m	 d a s	 4 -F a c h e	

n a c h	 4 8	 h	  B e h a n dl u n g	 i n s g e s a mt	 a m	 g e ri n g st e n	 a uf	 di e	  B e h a n dl u n g.	  Di e	  H D A C 5	

E x p r e s si o n	 w a r	 d a b ei	 n a c h	 2 4	 h	 st ä r k e r	 e r h ö ht	 al s	 n a c h	 4 8	 h.	 	

Di e	  H D A C 7	  m R N A	 E x p r e s si o n	  w a r	 n a c h	 2 4	 h	 u n d	 4 8	 h	  B e h a n dl u n g	 i n	 all e n	 d r ei	

Z ellli ni e n	 si g nifi k a nt	 h e r u nt e r r e g uli e rt.	  D a b ei	 n a h m	  mit	 st ei g e n d e r	

I n hi bit o r k o n z e nt r ati o n	 di e	 E x p r e s si o n	 a b.	 B ei	 d e n	 Z ellli ni e n	 V M-C U B 1	 u n d	 6 3 9 -V	 w a r	

di e s e	 A b n a h m e	 n a c h	 2 4	 h	 st ä r k e r	 a u s g e p r ä gt	 al s	 n a c h	 4 8	 h;	 di e	 r el ati v e	 R N A -M e n g e	

w a r	i m	 D u r c h s c h nitt	 a uf	 0, 5	 b z w.	 0, 3	 d e r	 D M S O -K o nt r oll e	 h e r a b g e s et zt.	 Di e s e	 W e rt e	

w u r d e n	 b ei	 d e r	 Z ellli ni e	 U M -U C -3	 e r st	 n a c h	 4 8	 h	 B e h a n dl u n g	 mit	 1 9i	 e r r ei c ht.	 	

Di e	 H D A C 9	 E x p r e s si o n	 w a r	 n a c h	 B e h a n dl u n g	 z ellli ni e n ü b e r g r eif e n d	 st a r k	 h et e r o g e n.	

Ei n e	  B e h a n dl u n g	 ü b e r	 2 4	 h	 f ü h rt	 b ei	 d e r	 Z ellli ni e	  V M -C U B 1	 u n d	 6 3 9 -V	 z u	 ei n e m	

st ä r k e r e n	 E x p r e s si o n s a bf all	 n a c h	  B e h a n dl u n g.	  N a c h	 4 8	 h	  B e h a n dl u n g	  mit	 1	 µ M	 1 9i	

w a r	 di e	  H D A C 9	 E x p r e s si o n	 i n	 d e r	 Z ellli ni e	  V M -C U B 1	 hi n g e g e n	 l ei c ht	 e r h ö ht; 	di e s e r	

Eff e kt	  w a r	 e b e nf all s	 i n	 d e r	 Z ellli ni e	  U M -U C -3	 n a c h	 2 4	 h	 si c ht b a r.	  Di e	 ni e d ri g st e n	

E x p r e s si o n s w e rt e	 ( 0, 5 	d e r	 K o nt r oll e )	 w e r d e n	i n	 d e r	 Z ellli ni e	 6 3 9 -V	 n a c h	 B e h a n dl u n g	

mit	 2	 µ M	 1 9i	 ü b e r	 2 4	 h	 e r r ei c ht.	 	

I n s g e s a mt	  wi r d	 e r si c htli c h,	 d a s s	 n a c h	 p h a r m a k ol o gi s c h e r	 I n hi biti o n	 d u r c h	 1 9i	

b e s o n d e r s	 i n	 d e n	 Z ellli ni e n	  V M -C U B 1	 u n d	  U M -U C -3	 di e	  H D A C 5	  m R N A	 E x p r e s si o n	

st a r k	 i n d u zi e rt	  wi r d	 u n d	 di e	  H D A C 4	 E x p r e s si o n	 e b e nf all s	 g e ri n gf ü gi g	 a n st ei gt.	  Di e	

H D A C 7	 E x p r e s si o n	 i st	 hi n g e g e n	 i n	 all e n	 d r ei	 Z ellli ni e n	 n a c h	  B e h a n dl u n g	 l ei c ht	

v e r mi n d e rt.	 	
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E r g e b ni s s e 	

	 8 1 	

b r a u c ht e n	 di e	 V M -C U B 1 -H D A C 4	 Z ell v a ri a nt e n	 i m	 D u r c h s c h nitt	 4 8	 h	l ä n g e r,	 u m	 ei n e n	

a n n ä h e r n d	 k o nfl u e nt e n	 Z ell r a s e n	 a m	 Fl a s c h e n b o d e n	 z u	 bil d e n.	  Di e s	  wi r d	 f e r n e r	

a n h a n d	 d e s	  Kl o n o g e nit ät s a s s a y	 d e r	 u n b e h a n d elt e n	 Z ellli ni e n	 d e utli c h	 ( A b b.	 4. 2 3 	A ).	

N a c h	 A u s s a at	 d e r	 gl ei c h e n	 A n z a hl	 a n	 Z ell e n	 u n d	 a n s c h li e ß e n d e r	 I n k u b ati o n	 ü b e r	 1 0	

T a g e	 z ei gt e n	 di e	  V M -C U B 1 -H D A C 4	 Z ell e n	 ei n e	 d e utli c h	 v e r mi n d e rt e	  K ol o ni e z a hl	 i m	

V e r gl ei c h	 z u r	  M utt e r z ellli ni e	  V M -C U B 1	 u n d	 d e r	 L V -K o nt r oll e.	 E b e nf all s	 si n d	 di e	

K ol o ni e n	 d e r	  V M -C U B 1 -H D A C 4	 Z ell v a ri a nt e n 	 i n	 d e r	  G r ö ß e	 st a r k	 r e d u zi e rt.	  B ei	 d e r	

Z ellli ni e	  U M -U C -3	 k o n nt e	 hi n g e g e n	 k ei n	  U nt e r s c hi e d	 i n	 d e r	  K ol o ni e a n z a hl	 z wi s c h e n	

d e n	 U M -U C -3 -H D A C 4	 Z ell e n	 u n d	 d e n	 K o nt r oll e n	 g e s e h e n	 w e r d e n.	 	

D a s	 di c ht e a b h ä n gi g e	  W a c h st u m	 d e r	  H D A C 4	 Z ell v a ri a nt e n 	 w u r d e	  mitt el s	 ei n e r	

V e r d ü n n u n g s r ei h e	 ü b e r p r üft.	  N a c h	  A u s s a a t	 gl ei ch e r	 Z ell z a hl	 z ei gt e n	 di e	  H D A C 4	

Z ell v a ri a nt e n 	 ei n e	 v e r mi n d e rt e	  K ol o ni e a n z a hl	 i m	  V e r gl ei c h	 z u r	  V M -C U B 1 .	 N a c h	

w eit e r e r	 R e d u kti o n	 d e r	 Z ell z a hl	 a uf	 1: 2,	 1: 4	 u n d	 1: 8	 d e s	 A u s g a n g s w e rt e s	 k o n nt e	 ei n e	

st ä r k e r e	 A b n a h m e	 d e r	 V M -C U B 1	 H D A C 4	 K ol o ni e n	 b e o b a c ht et	 w e r d e n 	( A b b.	 4. 2 3	B) .	

Ä h nli c h e	 Eff e kt e	 k o n nt e n	 a u c h	i m	 P r olif e r ati o n s -A s s a y	 di e s e r	 Z ell e n	 g e s e h e n	 w e r d e n 	

( A b b.	 4. 2 3	 C) .	 E s	  w u r d e	  wi e d e r u m	 di e	 gl ei c h e	 Z ell z a hl	 d e r	  H D A C 4	

ü b e r e x p ri mi e r e n d e n	  V M -C U B 1	 u n d	  U M -U C -3	 Z ell v a ri a nt e n 	 s o wi e	 d e r e n	  K o nt r oll e n	

u nt e r	 St a n d a r d b e di n g u n g e n	 mit	 D M S O	i n k u bi e rt.	 Di e	 Vit alit ät	 w u r d e	 n a c h	 2 4	 h,	 4 8	 h	

u n d	 7 2	 h	 mitt el s	 M T T -A s s a y	 ü b e r p r üft.	 Ü b e r	 all e	 d r ei	 e r mitt elt e n	 Z eit p u n kt e	 hi n w e g	

i st	 di e	 P r olif e r ati o n	 d e r	 V M-C U B 1 -H D A C 4	 Z ell v a ri a nt e n 	i m	 V e r gl ei c h	 zu r	 Z ellli ni e	 V M -

C U B 1	 si g nifi k a nt	 v e r mi n d e rt.	  N a c h	 2 4	 h	 i st	 di e	  W a c h st u m sf ä hi g k ei t	 d e r	  H D A C 4	

Z ell v a ri a nt e n	 u m	 6 0 %	 st ä r k e r	 ei n g e s c h r ä n kt	 i m	  V e r gl ei c h	 z u r	  M utt e r z ellli ni e	  V M -

C U B 1.	  Mit	 z u n e h m e n d e r	 Z eit	 ni m mt	 di e	  W a c h st u m s diff e r e n z	 hi n g e g e n	 a b,	 s o d a s s	

n a c h	 7 2	 h 	 d i e	 P r olif e r ati o n	 n u r	 n o c h	 u m	 3 0%	 v e r mi n d e rt	 i st.	  A n h a n d	 d e s	

Kl o n o g e nit ät s a s s a y	 wi r d	j e d o c h	 d e utli c h,	 d a s s	 a u c h	 ei n e	l ä n g e r e	 W a c h st u m s p e ri o d e	

ü b e r	 1 0	  T a g e	 z u	 k ei n e m	  A u s gl ei c h	 d e r	 a nf ä n gli c h e n	  W a c h st u m s ei n s c h r ä n k u n g	 d e r	

H D A C 4	 Z ell v a ri a nt e n 	f ü h rt.	  Di e	  U M-U C -3 -H D A C 4	 Z ell v a ri a nt e n 	z ei g e n	 hi n g e g e n	 n u r	

n a c h	 2 4	 h	 I n k u b ati o n	 ei n e	 ni c ht	 si g nifi k a nt e	 T e n d e n z	 z u r	 W a c h st u m s v e r mi n d e r u n g.	

N a c h	 4 8	 h	 u n d	 7 2	 h	 n a h m	 di e	 g e m e s s e n e	 Vit alit ät	 d e r	 U M -U C -3	 H D A C 4	 Z ell v a ri a nt e n 	

hi n g e g e n	i m	 V e r gl ei c h	 z u	 d e n	 U M -U C -3	 K o nt r o ll e n	 u n d	 UM -U C -3 -L V	 z u. 	

Z ell m o r p h ol o gi s c h	 k o n nt e	 all e r di n g s	 k ei n 	U nt e r s c hi e d	 z wi s c h e n	 d e n	 Z ellli ni e n	  V M -

C U B 1	 u n d	 U M -U C -3	 s o wi e	 d e r e n	 H D A C 4	 Z ell v a ri a nt e n 	g e s e h e n	 w e r d e n	 ( A b b. 	9 . 8	i m	

A n h a n g ).		
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4. 5. 2  Ei nfl u s s	 a uf	 d e n	 Z ell z y kl u s	 	

Di e	  A u s wi r k u n g e n	 a uf	 d a s	 Z ell z y kl u s p r ofil	 w u r d e n	 f ü r	 di e	 I n hi bit o r e n	 L M K 1 6 3	 u n d	

L M K 2 1 4	 wi e	i n	 A b s c h nitt	 4. 3. 2	 ü b e r p r üft.	 Di e	 Z ell e n 	V M -C U B 1	 u n d	 U M -U C -3	 w u r d e n	

mit	 3	 µ M	 u n d	 5	 µ M	 d e r	 j e w eili g e n	 I n hi bit o r e n	 b e h a n d elt.	 F ü r	 b ei d e	  U C -Z ellli ni e n	

w u r d e	 ei n e	 i m	  V e r gl ei c h	 z u	 1 9i	 n u r	 l ei c ht e ,	k o n z e nt r ati o n s a b h ä n gi g e	 Z u n a h m e	 d e r	

G 2 / M -F r a kti o n	f e st g e st ellt,	 st ä r k e r	 b ei	 L M K 1 6 3	 al s	 b ei	 L M K 2 1 4.	 Di e	 E r g e b ni s s e	 si n d	

n u r	 f ü r	 di e	 2 4	 h	 B e h a n dl u n g	 b ei s pi el h aft	 f ü r	 di e	 Z ellli ni e	 V M -C U B 1	 a b g e bil d et 	( A b b.	

4. 2 9 ).	 Ei n	 si g nifi k a nt e r	  A n sti e g	 d e r	 s u b G 1 -F r a kti o n	  w a r	  mit	 k ei n e m	 I n hi bit o r	 z u	

e r k e n n e n.	 	

	

A b b.	 4 .2 9 :	 D u r c hfl u s s z yt o m et ri e	 d e r	  U C -Z ellli ni e	  V M -C U B 1	  n a c h	 2 4	  h .	 O b e r e	 R ei h e	 ( v o n	li n ks	 n a c h	
r e c hts):	 D M S O -K o nt r oll e,	 L M K 2 1 4	 3	 µ M,	 L M K 2 1 4	 5	 µ M.	 U nt e r e	 R ei h e	 ( v o n	li n ks	 n a c h	 r e c hts):	 S A H A	 2, 5	

µ M,	 L M K 1 6 3	 3	 µ M,	 L M K 1 6 3	 5	 µ M.	 A uf	 d e r	 A bs ziss e	ist	 di e	 Fl u o r es z e n zst ä r k e	 d a r g est ellt,	 a uf	 d e r	 O r di n at e	
di e	 g e m ess e n e	 Z ell z a hl. 	

4. 5. 3  A u s wir k u n g	 a uf	 di e	 C a s p a s e	 3 / 7 -A kti vit ät	 	

U m	 z u	 ü b e r p r üf e n,	 o b	 di e	 n e u e n	 S u b st a n z e n	 C a s p a s e	 3 / 7 -A kti vit ät	 al s	 I n di k at o r	 d e r	

A p o pt o s e	 i n d u zi e r e n,	 w u r d e n	 di e	 U C Cs 	ü b e r	 d e n	 Z eit r a u m	 v o n	 2 4	 h	 u n d	 4 8	 h	 mit	 3	

µ M	 u n d	 5	 µ M	 b ei d e r	I n hi bit o r e n	 b e h a n d elt.	 Di e s e	 K o n z e nt r ati o n e n	li e g e n	i m	 B e r ei c h	

d e r	I C 5 0 -W e rt e	 b ei d e r	I n hi bit o r e n,	 s o d a s s	 di e	 bi ol o gi s c h e n	 Eff e kt e	i n	 d e n	 n o c h	 vit al e n	

Z ell e n	 a n al y si e rt	  w e r d e n	 k ö n n e n.	 Z u m	 b e s s e r e n	  V e r gl ei c h	  w u r d e n	 f ü r	 b ei d e	

I n hi bit o r e n	 di e	 gl ei c h e n	  K o n z e nt r ati o n e n	 g e w ä hlt.	  Di e	 E r g e b ni s s e	 si n d	 f ü r	 di e	

Z ellli ni e	  V M -C U B 1 ,	  U M-U C -3	 u n d	 6 3 9 -V	 i n	  A b bil d u n g	 4. 3 0 	 d a r g e st ellt.	 F ü r	 d e n	

b e s s e r e n	  V e r gl ei c h	 z wi s c h e n	 d e n	 b ei d e n	 S u b st a n z e n	 u n d	 1 9i	  w u r d e	 di e	 2 4	 h	

I n k u b ati o n	 b ei s pi el h aft	 a u s g e w ä hlt.		

D M S O	 L M K	 2 1 4	 3	 μ M 	 L M K 2 1 4	 5	 μ M 	

V
M-

C
U
B
1	

S A H A	 2, 5	 μ M 	 L M K	 1 6 3	 3	 μ M 	 L M K 1 6 3	 5	 μ M 	
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5  Di s k u s si o n 	

5. 1  1 9i	 – 	Kl a s s e	I	 o d er 	Kl a s s e	II a	I n hi bit or ? 	

Zi el	 di e s e r	  Di s s e rt ati o n	  w a r	 e s,	 Ei n bli c k e	 i n	 di e	  B e d e ut u n g	 v o n	  Kl a s s e	 II a	  H D A C s	 i n	

U C C s 	z u	 g e wi n n e n	 u n d	i n s b e s o n d e r e	i h r e	 Ei g n u n g	 al s	t h e r a p e uti s c h e s	 Zi el m ol e k ül	 z u	

u nt e r s u c h e n .	  D a z u	  w u r d e n	 z u m	 ei n e n	 Z ellli ni e n	 h e r g e st ellt,	 di e	  H D A C 4	 st a bil	

ü b e r e x p ri mi e r e n;	 di e	 E r g e b ni s s e 	mit	 di e s e n	 Z ellli ni e n	 w e r d e n	 u nt e n	 di s k uti e rt	 ( A b s. 	

5. 4).	 Z u m	 a n d e r e n	  w u r d e	 di e	  Wi r k u n g	 d e s	 I n hi bit o r s	 1 9i	 s o wi e	 ei ni g e r	 st r u kt u r ell	

v e r w a n dt e r	 S u b st a n z e n 	 a uf	  U C C s	 d et ailli e rt	 u nt e r s u c ht.	  D a b ei	  w u r d e 	 g e m ä ß	 d e r	

O ri gi n al p u bli k ati o n	 ( M a r e k	 et	 al.	 2 0 1 3)	 d a v o n	 a u s g e g a n g e n,	 d a s s	 d e r	 I n hi bit o r	 1 9i	

b e v o r z u gt	 di e	  H D A C	 I s of o r m e n	 4	 u n d	 5	  mit	  Affi nit ät e n	 i m	 g e ri n g e n	 n a n o m ol a r e n	

B e r ei c h	 h e m mt.	 D a	 n a c h	 d e n	 V o r a r b eit e n	 v o n	 Ni e gi s c h	 et	 al. 	( 2 0 1 3)	Kl a s s e	II a 	H D A C s 	

i n	  U C Cs	 oft m al s	 v e r mi n d e rt	 e x p ri mi e rt	 si n d,	  w a r	 d e n k b a r,	 d a s s	 1 9i	 a uf	 di e	

T u m o r z ell e n	 k ei n e	  Wi r k u n g e n	 a u s ü b e n	  w ü r d e.	  Alt e r n ati v	 b e st a n d	 di e	  M ö gli c h k eit,	

d a s s	 di e	 H e m m u n g	 d e r	 R e st a kti vit ät	 v o n	 Kl a s s e	 II a 	H D A C s	f ü r	 d i e	 T u m o r z ell e n	l et al	

s ei n	 k ö n nt e. 	

A nf ä n gli c h e	 U nt e r s u c h u n g e n 	z ei gt e n 	ei n e	 st a r k e	 A kti vit ät	 d e r	 S u b st a n z e n	 g e g e n ü b e r	

U C -Z ellli ni e n	i m	 ni e d ri g e n	 mi k r o m ol a r e n	 B e r ei c h.	 Di e	 Di s k r e p a n z	 z wi s c h e n	 d e m	I C 5 0 -

W e rt	 d e r	  U C C s	 ( 0, 8 2 -1, 0 3 	µ M)	 u n d	 d e n	 a n g e g e b e n e n	 i n	 vit r o	I C5 0 	f ü r	  H D A C 4 / 5	 ( K i S	

1 9i:	 1 1, 9	 b z w.	 4, 2 2	 n M) 	d e ut et e 	j e d o c h	d a r a uf	 hi n,	 d a s s	 ei n e	I n hi biti o n	 d e r	 Kl a s s e	II a	

e h e r	 ni c ht	 f ü r	 di e	 P r olif e r ati o n s ei n s c h r ä n k u n g	 d e r	  U C C s	 v e r a nt w o rtli c h	 s ei n	 k a n n.	

A u c h	 di e	 i n	 d e r	  U r s p r u n g s p u bli k ati o n	 a n g e g e b e n e n	  D at e n	 z u r	 mittl e r e n 	

i n hi bit o ri s c h e n	  K o n z e nt r ati o n	 v o n	 1 9i	 i n	 Z ellli ni e n	 a u s	 a n d e r e n	  T u m o r a rt e n	 (I C 5 0	

1, 0 3 -	2, 9 6 	µ M)	 sti m m e n	  mit	 di e s e r	  A n n a h m e 	ü b e r ei n.	  T at s ä c hli c h 	k o r r e s p o n di e r e n	

di e	 I C 5 0 -W e rt e	 v o n	 1 9i	 i n	  U C C s	 u n d	  w eit e r e n	 Z ellli ni e n	 e h e r	  mit	 d e n 	i n	 vit r o	I C5 0 -

W e rt e n 	f ü r	 H D A C 1 / 2.	D e r	 U nt e r s c hi e d	 z wi s c h e n	 d e n	i n hi bit o ri s c h e n	 W e rt e n	 i n	 vit r o	

u n d	i n	 Z yt ot o xi zit ät s -A s s a y s	 w u r d e	i n	 d e r	 P u bli k ati o n	 v o n	 M a r e k	 et	 al.	 ( 2 0 1 3)	 a uf	 di e	

L ä n g e	 d e r	 I n k u b ati o n s z eit	 d e r	 j e w eili g e n	  A s s a y s	 z u r ü c k g ef ü h rt. 	 B ei	 a n d e r e n 	

H y d r o x a m s ä u r e -I n hibit o r e n	  wi e	 z. B.	 S A H A	 si n d	 di e	 i n	 vit r o	 I C5 0 -W e rt e 	 f ü r	 di e	

g e h e m mt e n	  H D A C s 	 j e d o c h	 r el ati v	 ä h nli c h	 z u	 d e n	 I C 5 0	 W e rt e n	 d e r	  T u m o r z ellli ni e n	

( v gl.	 Hi e u	 et	 al.,	 2 0 1 7;	 M a r e k	 et	 al.,	 2 0 1 3) .	

U m	 ei n e	  Ä n d e r u n g	 d e r	 Affi nit ät	 o d e r	 g a r	 S p e zifit ät	 d e s	 I n hi bit o r s	 d u r c h	 ei n e	

M et a b oli si e r u n g	 d e r	 S u b st a n z	 a u s z u s c hli e ß e n	 -	wi e	 si e	 b ei s pi el s w ei s e	f ü r	 R o mi d e p si n	
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b e k a n nt	 i st	 ( F u r u m ai	 et	 al.,	 2 0 0 2) -	 w u r d e 	 z u n ä c h st	 di e	 Wi r k u n g	 d e s 	

H a u pt m et a b olit e n 	 v o n	 1 9i ,	 n ä mli c h	 d e r	 k o r r e s p o n di e r e n d e n	 C a r b o n s ä u r e ,	

u nt e r s u c ht.	 All e r di n g s	 z ei gt e	 d i e se 	S u b st a n z 	k ei n e	 A kti vit ät	 g e g e n ü b e r	 U C -Z ellli ni e n.	

W e n n	 m a n	 d a v o n	 a u s g e ht,	 d a s s	 w e d e r 	z ell ul ä r e	 A uf n a h m e	 n o c h 	d e r	 M et a b oli s m u s	 di e	

Wi r k u n g	 d e r	 S u b st a n z	 li miti e re n,	 s p r e c h e n	 di e	 E r g e b ni s s e	 d af ü r,	 d a s s 	1 9i	 s el b st	 di e	

a kti v e	 S u b st a n z	i n n e r h al b	 d e r	 Z ell e n	 d a r st ellt.	 	

V e r gl ei c ht	  m a n	 di e	  Wi r k u n g	 v o n	 1 9i	  mit	 v o r a n g e g a n g e n e n	 E x p e ri m e nt e n	 a u s	 d e m	

u r ol o gi s c h e n	 F o r s c h u n g sl a b o r	 z u r	  Wi r k u n g	 v e r s c hi e d e n e r	 s el e kti v e r	 u n d	 ni c ht -

s el e kti v e r	 H D A Ci s 	a uf	 U C C s ,	 s p ri c ht	 vi el e s	 d af ü r,	 d a s s	 di e	 z yt ot o xi s c h e	 Wi r k u n g	 v o n	

1 9i	 ü b e r	 ei n e	 Kl a s s e	I	I n hi biti o n	 st attfi n d et 	( K al et s c h	 et	 al.,	 2 0 1 8) .		

U C C s	 z ei gt e n	 n a c h	  B e h a n dl u n g	  mit	 1 9i	 ei n	 c h a r a kt e ri sti s c h e s	 Z ell z y kl u s p r ofil,	

w el c h e s	 d e m	 ei n e r	 s el e kti v e n	  Kl a s s e	 I	 I n hi biti o n	 ä h n elt	 ( A b s. 	 5. 2. 2).	  D e r	 st a r k e	

G 2 / M – A r r e st	 k o n nt e	 b e r eit s	 f ü r	 di e	  Kl a s s e	 I	 I n hi bit o r e n	 4 S C -2 0 2,	  R o mi d e p si n,	

Gi vi n o st at	 u n d	 di e	 s c h w ä c h e r	  wi r k e n d e n	 s p e zifi s c h e n	  H D A C 8	 I n hi bit o r e n	

n a c h g e wi e s e n	 w e r d e n 	( L e h m a n n	 et	 al.,	 2 0 1 4;	 M.	 Pi n k e r n eil,	 H off m a n n,	 D e e n e n,	 et	 al.,	

2 0 1 6;	 M.	 Pi n k e r n eil,	 H off m a n n,	 K o hl h of,	 et	 al.,	 2 0 1 6) .	 W eit e r hi n	 w a r	 n a c h	 B e h a n dl u n g	

mit	 1 9i	 di e	 A c et yli e r u n g	 v o n	 Hi st o n	 H 3	 u n d	 H 4	 d e utli c h	 e r h ö ht.	 Di e s e	 A c et yli e r u n g	i st	

ei n e	 s p e zifi s c h e 	Wi r k u n g	 v o n	  H D A Ci s 	u n d	 e rf ol gt	 v o r	 al l e m	 ü b e r	 di e	  H e m m u n g	 v o n	

Kl a s s e 	I	 E n z y m e n.	 Di e	 Kl a s s e	 II a	 H D A C s	 h a b e n	 hi n g e g e n	 n u r	 mi ni m al e	 e n z y m ati s c h e	

A kti vit ät	 g e g e n ü b e r	 a c et yli e rt e n	 L y si n e n	 v o n	  Hi st o n e n	 ( Di	  Gi o r gi o	 et	 al.,	 2 0 1 5) .	 E s	

b e st e ht	 di e	 F r a g e,	 o b	 si e	 ü b e r h a u pt	 ei n e	 i nt ri n si s c h e	  D e a c et yl a s e -A kti vit ät 	b e sit z e n	

o d e r	 st att d e s s e n	 di e	 E n z y m a kti vit ät	 ü b e r	 w eit e r e,	 a s s o zii e rt e	  Kl a s s e	 I	  H D A C s	

a u s ü b e n 	( L a h m	 et	 al.,	 2 0 0 7) .	 E s	 wi r d	 v e r m ut et,	 d a s s	 di e	 bi o c h e mi s c h e	 A kti vit ät	 di e s e r	

Kl a s s e	 ü b e r wi e g e n d	 d u r c h	 di e	  R e k r uti e r u n g	 v o n	  Kl a s s e	 I	 E n z y m e n	 st attfi n d et	 ( v gl.	

A b s.	 5. 5 ).	 E nt s c h ei d e n d	 d af ü r	 k ö n nt e	 di e	  A s s o zi ati o n	  mit	  H D A C 3	 s ei n	 ( Di	  Gi o r gi o	 et	

al.,	 2 0 1 5) .	  W eit e r hi n	 s p ri c ht	 di e	 v e r st ä r kt e	 α -T u b uli n -A c et yli e r u n g	 d af ü r,	 d a s s	 1 9i	

st a r k	 H D A C 6	 h e m mt.	 α -T u b uli n	i st	 ei n	t y pi s c h e s	 S u b st r at	 v o n	 H D A C 6,	 ei n e r	 z e nt r al e n	

K o m p o n e nt e	 d e s	 Z yt o s k el et t s	 u n d	  w e s e ntli c h	 f ü r	 di e	 Z ell m otilit ät	 ( B o y a ult	 et	 al.,	

2 0 0 7) .	  Alt e r n ati v	 k ö n nt e	 s p e k uli e rt	  w e r d e n,	 d a s s	 α -T u b uli n	 a u c h	 ei n	 S u b st r at	 v o n	

H D A C s	 d e r	  Kl a s s e	 II a	 i st.	  D e n k b a r	  w ä r e n	  wi e d e r u m	 I nt e r a kti o n e n	 z wi s c h e n	  H D A C s	

v e r s c hi e d e n e r	  Kl a s s e n,	 s o	 d a s s	 ei n e	  Kl a s s e	 II a 	I n hi biti o n	 si c h	 a uf	 di e	 F u n kti o n	 v o n	

H D A C 6	 a u s wi r k e n	 k ö n nt e.	 Ei ni g e	 d e r a rti g e	 I nt e r a kti o n e n	 si n d	 i n	 d e r	 Lit e r at u r	

b e s c h ri e b e n .	B ei s pi el s w ei s e	 k a n n	  H D A C 6	  mit	  H D A C 1 1	 a s s o zii e r e n	 ( G r e g o r etti	 et	 al.,	

2 0 0 4) .	 Z u s a m m e n	 mit	 H D A C 4	 u n d	 H D A C 8	 a gi e rt	 H D A C 6	 al s	 e pi g e n eti s c h e r	 R e g ul at o r	
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( V al e n z u el a-F e r n a n d e z	 et	 al.,	 2 0 0 8) .	  Vi el	  w a h r s c h ei nli c h e r	 i st	 all e r di n g s	 ei n e	

B e ei nfl u s s u n g	 d e r	 F u n kti o n	 v o n	  H D A C 6	 ü b e r	 di r e kt e	 I n hi biti o n	 d u r c h	 1 9i.	 F ü r	 di e	

Wi r k u n g	 a uf	 di e	 u r ot h eli al e n	 T u m o r z ell e n	 h at	 di e	 -	 di r e kt e	 o d e r	 i n di r e kt e	 -	

i n hi bit o ri s c h e	  A kti vit ät	 v o n	 1 9i	 a uf	  H D A C 6	 j e d o c h	 w a h r s c h ei nli c h	 k ei n e	

e nt s c h ei d e n d e	  B e d e ut u n g,	 d a	 ei n e	 s p e zifi s c h e	 I n hi biti o n	 v o n	  H D A C 6	 n u r	 g e ri n g e	

Eff e kt e	 a uf	 U C C s	 a u s ü bt	 ( L e h m a n n	 et	 al.,	 2 0 1 4;	 R o si k	 et	 al.,	 2 0 1 4) .	

Z w eif el	 a n	 d e r	 v e r m ut et e n	  Wi r k u n g s w ei s e	 v o n	 1 9i	 e r g e b e n 	 si c h	 a u c h	 a u s	 d e n	

E x p e ri m e nt e n 	mit	 st a bil	 t r a n s d u zi e rt e n	  U C C s 	mit	 ei n e r	  Ü b e r e x p r e s si o n	 v o n	  H D A C 4	

o d e r	  H D A C 1.	  Di e s e	 E x p e ri m e nt e	 s ollt e n	 b ei	 d e r	  B e a nt w o rt u n g	 d e r	 F r a g e	 h elf e n,	 o b	

H D A C 4	 ei n	 w e s e ntli c h e s	 Zi el m ol e k ül	 d e r	 v e r w e n d et e n	I n hi bit o r e n	i st.	I n	 di e s e m	 F a ll e	

s ollt e 	 di e	  Ü b e r e x p r e s si o n	 v o n	  H D A C 4	 di e	 Z ell e n	 v o r	 d e m	 I n hi bit o r	 s c h üt z e n.	 E s	

w u r d e	 j e d o c h	 k a u m	 ei n	  U nt e r s c hi e d	 b e o b a c ht et.	 Z u r 	 K o nt r oll e	  w u r d e n	 st a bil	

t r a n s d uzi e rt e	 Z ell e n	  mit	 ei n e r	  Ü b e r e x p r e s si o n	 v o n	  H D A C 1	  mit g ef ü h rt.	

I nt e r e s s a nt e r w ei s e	 w a r e n	 di e s e	Z ell e n	i m	 K o n z e nt r ati o n s b e r ei c h	 z wi s c h e n	 0, 7 5	 u n d	

3	 µ M	 1 9i	 d e utli c h	 r e si st e nt e r.	  Di e	 v e r st ä r kt e	 E x p r e s si o n	 v o n	  H D A C 1	 k ö n nt e	 z u m	

S c h ut z	 d e r	 Z ellli ni e	 b eit r a g e n,	 w e n n	 d u r c h	 di e	I n hi biti o n	 mit	 1 9i	 v o r wi e g e n d	 H D A C 1	

g e h e m mt	 wi r d.	 	

I n s g e s a mt	 s p r e c h e n	 di e	 E r g e b ni s s e	d af ü r,	 d a s s	 di e	 a nti p r olif e r ati v e	 A kti vit ät	 v o n	 1 9i	

i n	 z yt ot o xi s c h e n	 K o n z e nt r ati o n s b e r ei c h e n	 ü b e r 	di e	 I n hi biti o n	 v o n	 Kl a s s e	 I	 E n z y m e n	

g e s c hi e ht 	 ( K al et s c h	 et	 al.,	 2 0 1 8) .	 I m	  U m k e h r s c hl u s s	 st ellte 	 si c h	 di e	 F r a g e,	 o b	 1 9i	

ü b e r h a u pt	 ei n	 s el e kti v e r	  Kl a s s e	 II a	 I n hi bit o r	 i st. 	 D e n k b a r	  w ä r e	 ei n e	 m ol e k ul a r e	

I nt e r a kti o n	 z wis c h e n	 H D A C 4	 u n d	 Kl a s s e	I	 E n z y m e n ,	b e s o n d e r s	 H D A C 3	 ( v gl.	 A b s.	 5. 5 ),	

s o d a s s	 d u r c h	 di e	 s el e kti v e	 I n hi biti o n	 v o n	  H D A C 4 / 5 	 Kl a s s e	 I	 E n z y m e	 e b e nf all s	

g e h e m mt	 w e r d e n .	 P ri n zi pi ell	 v o r st ell b a r	i st	 a u c h,	 d a s s	 H D A C 4	 u n d	 di e	 a n d e r e n	 Kl a s s e	

II a	 E n z y m e	 i n	  U C C s	 ni c ht	  w e s e ntli c h	 f ü r	 P r olif e r ati o n	 u n d	  Ü be rl e b e n	

a u s s c hl a g g e b e n d	 si n d	 u n d	 d a h e r	 b ei	 ni e d ri g e n	  K o n z e nt r ati o n e n	 v o n	 1 9i	 k ei n e	

Wi r k u n g	 e r k e n n b a r	 i st.	  B ei	 h ö h e r e n	  K o n z e nt r ati o n e n	 k ä m e	 d a n n	 di e	 a n	 si c h	

g e ri n g e r e	 Affi nit ät	 z u	 Kl a s s e	I	( u n d	II B)	 H D A C s	 z u m	 T r a g e n .		

U m	 di e s e	 F r a g e n	 a n z u g e h e n	 w u r d e	 a uf g r u n d	 d e r	 E r g e b ni s s e 	di e s e r	 Di s s e rt ati o n	 d a s	

I n hi biti o n s s p e kt r u m	 d e s	 I n hi bit o r s	 1 9i	 -	i m	  A uft r a g	 d e r	  A G	  K u r z	 -	e r n e ut	 v o n	 ei n e r	

s p e zi ali si e rt e n	  Bi ot e c h n ol o gi efi r m a 	 ü b e r p r üft .	 P a s s e n d	 z u	 d e n	 E r g e b ni s s e n	 di e s e r	

A r b eit	 st ellt e	 si c h	 h e r a u s,	 d a s s	 si c h	 d a s	  Wi r k s p e kt r u m	 d e s	 I n hi bit o r s,	  mit	

s u b mi k r o m ol a r e n	 I n hi biti o n s k o n st a nt e n,	 v o r r a n gi g	 g e g e n	 di e	 H D A C s	 1,	 2,	 3	 s o wi e	 6	

u n d	 1 0	 ri c ht et.	 Ei n e	  A kti vit ät	 g e g e n	  H D A C 4	 k o n nt e	 hi n g e g e n	 ni c ht	 m e h r	
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n a c h g e wi e s e n	 w e r d e n	 u n d	 di e	 H e m m u n g	 d e r	 a n d e r e n	 Kl a s s e	II a	 E n z y m e	 w a r	 n u r	 b ei	

h o h e n	 mi k r o m ol a r e n	 K o n z e nt r ati o n e n	 e r k e n n b a r.	 D a s	 n e u e	 S p e zifit ät s p r ofil	 st e ht	i n	

g ut e m	 Ei n kl a n g	 mit	 d e n	 E r g e b ni s s e n	 di e s e r	 Di s s e rt ati o n.	I m 	F ol g e n d e n	 w e r d e n	 d a h e r	

di e	 E r g e b ni s s e	 z u	 d e n	 Eff e kt e n	 v o n 	1 9i	 u nt e r	 d e r	 A n n a h m e	 ei n e r	 v o r r a n gi g e n 	Kl a s s e	I	

I n hibiti o n	 di s k uti e rt. 	 Z u s ät zli c h e	 E x p e ri m e nt e	 z u r	  Wi r k u n g	 v o n	 1 9i	 i n	  H D A C 4	

ü b e r e x p ri mi e r e n d e n	 Z ellli ni e n	 li ef e r n	 v o r	 di e s e m	  Hi nt e r g r u n d	  w e ni g	 z u s ät zli c h e	

I nf o r m ati o n.	  Wi e	 di e	 Z u s a m m e n st ell u n g	 i m	  A n h a n g	z ei gt,	  w u r d e n 	i m	 W e s e ntli c h e n	

di e	 gl ei c h e n	 E r g e b ni s s e	 wi e 	mit	 d e n	 A u s g a n g s z ellli ni e n	 e r zi elt .	

5. 2  M ol e k ul ar e	 Wir k u n g	 v o n	 1 9i	 a uf 	U C C s 		

5. 2. 1  A nti n e o pl a sti s c h e	 A kti vit ät -	Ei nfl u s s	 a uf	 di e	 Pr olif er ati o n	 u n d	 Kl o n o g e nit ät 	

A n h a n d	 d e r	  D at e n	 v o n	  Ni e gi s c h	 et	 al.	  w u r d e n	 p ri m ä r	 u nt e r s c hi e dli c h e	 Z ellli ni e n	

a u s g e w ä hlt,	 w el c h e 	ei n e	i m 	V e r gl ei c h	 z u	 u r ot h eli al e n	 P ri m ä r k ult u r z ell e n 	e r ni e d ri gt e	

( V M-C U B 1),	 u n v e r ä n d e rt e 	 (U M -U C -3) 	 s o wi e	 e r h ö ht e	 ( 6 3 9-V)	 H D A C 4	 u n d	 5	

E x p r e s si o n	 r e p r ä s e nti e r e n.	 D a b ei	  w u r d e	 a u c h 	 di e	  H et e r o g e nit ät	 d e r	  U C C s 		

b e r ü c k si c hti gt,	 s o d a s s	 di e s e 	 A u s w a hl	 di e	  Di v e r sit ät	 di e s e r 	 T u m o r a rt	 a b bil d et.	 I n	

di e s e n	 Z ellli ni e n	 w u r d e n	 z u n ä c h st	 di e	 d r ei 	H y d r o x a m s ä u r e -I n hi bit o r e n	1 9 e,	 1 9 h 	u n d	

1 9i 	u nt e r s u c ht.	 F ü r	 di e s e	  w u r d e	 z u	  B e gi n n	 d e r 	Di s s e rt ati o n	 v o n	 ei n e r	 b e v o r z u gt e n 	

A kti vit ät	 g e g e n	  H D A C 4 / 5	 i m	 g e ri n g e n	 n a n o m ol a r e n	  B e r ei c h	 a us g e g a n g e n.	 Di e	

S p e zifit ät	  w u r d e	 i n	 ei n e m 	 H D A C 	 Is of o r m e n-Ass a y 	 a n	 a uf g e r ei ni gt e n	  H D A C s 	

u nt e r s u c ht. 	F ü r	  H D A C 1 / 2	 l a g e n	 di e 	K i s-W e rt e 	d e r 	d r ei	 S u b st a n z e n 	z wi s c h e n	 0, 3	 u n d	

1, 4	 µ M ,	 f ü r	 H D A C 6	 <	 5 6	 n M. 	 Di e	  A kti vit ät	 d e r	 S u b st a n z e n	 w a r 	 i m	  V o rf el d	 a n	

v e r s c hi e d e n e n	 T u m o r z ellli n i e n	 ( A 2 7 8 0,	  M D A -M B -2 3 1,	 C al 2 7	 u n d	  K y s e 5 1 0)	

u nt e r s u c ht 	w o r d e n	 ( M a r e k	 et	 al.,	 2 0 1 3).	 F ü r	U C C s 	l a g e n	 k ei n e	 D at e n	 v o r.		

All e 	d r ei 	S u b st a n z e n	 e r wi e s e n	 si c h	 a u c h	 a n	 U C C s	 al s	 s e h r	 eff e kti v.	 D e r	 I n hi bit o r	 1 9i	

z ei gt e	 f ü r	 di e	 Z ellli ni e n	  V M -C U B 1,	  U M -U C -3	 u n d	 6 3 9 -V	 di e	 h ö c h st e	 z yt ot o xi s c h e	

A kti vit ät	 (I C 5 0	 0, 8 2 	-	1, 0 3 	µ M).	 Di e	 I C 5 0 -W e rt e	 d e r	 I n hi bit o r e n	 1 9 e 	u n d	 1 9 h	 w a r e n	i n	

et w a	 d o p p elt	 s o	 h o c h	 ( T a b.	 4. 1).	 S c hl u s s e n dli c h 	z ei g e n	 di e	 E r g e b ni s s e,	 d a s s	 1 9i,	 i m	

V e r gl ei c h	 z u	 1 9 e	 u n d	 1 9 h,	 a u c h	i n	 U C C s	 di e	 st ä r k st e	i n hi bit o ri s c h e	 A kti vit ät	 a uf w ei st.	

S o w o hl	 di e	 P r olif e r ati o n s -	 al s	 a u c h	  K ol o ni e bil d u n g sf ä hi g k eit	  w u r d e n	 d u r c h	 di e	

I n hi biti o n	 st a r k	 ei n g e s c h r ä n kt.		

D a b ei	  w u r d e n	 di e	 ei n z el n e n	 Z ellli ni e n	 d u r c h	 di e	 I n hi biti o n	  mit	 1 9i	 u nt e r s c hi e dli c h	

st a r k	 i n	 i h r e m	 k u r zf ri sti g e n	  W a c h st u m	 s o wi e	 i n	 d e r	  K ol o ni e bil d u n g sf ä hi g k eit	
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b e ei nfl u s st.	  Di e	 Z ellli ni e	  U M -U C -3	  wi e s	 d e n	 ni e d ri g st e n	 I C5 0 -W e rt 	v o n	 0, 8 2	 µ M 	a uf ;	

b ei	 d e r	  V e r w e n d u n g	 h ö h e r e r	  K o n z e nt r ati o n e n	 ( 2	 u n d	 5	 µ M )	 ü b e r	 4 8	 h 	 u n d	 7 2	 h	

st a r b e n	 hi n g e g e n	 -	 a n d e r s	 al s	 b ei	 d e n	 a n d e r e n	  U C C s	 -	 ni c ht	 all e	 Z ell e n	 a b.	  Di e	

Z ell li ni e n	  V M-C U B 1	 u n d	 6 3 9 -V	 r e a gi e rt e n	 b ei	 di e s e n	 h ö h e r e n	  K o n z e nt r ati o n e n	

hi n g e g e n	 d e utli c h	 s e n siti v e r.	 Di e	 K ol o ni e bil d u n g sf ä hi g k eit	 n a h m	 n a c h	 2 4 	h 	u n d	 4 8	 h	

B e h a n dl u n g	 mit	 1	 u n d	 2	 µ M 	1 9i	 v e r gl ei c h b a r	 st a r k	 a b.	 	

Di e	 e r h ö ht e	  R e si st e n z	 d e r	 Z ellli ni e	  U M -U C -3 	 i n	 u n s e r e n	 E x p e ri m e nt e n	 k ö n nt e	  mit	

i h r e m	 m e s e n c h y m al e n 	 P h ä n ot y p	 z u s a m m e n h ä n g e n .	 Ei n e	  Vi el z a hl	 v o n	  A r b eit e n	

b el e gt ,	 d a s s	  m e s e n c h y m al e	  K a r zi n o m-Z ell e n	 i n	 vi v o	 u n d	 i n	 vit r o	 ei n e	  R e si st e n z	

g e g e n ü b e r	 a nti n e o pl a sti s c h	  wi r k s a m e n	 S u b st a n z e n	 e r w e r b e n	 k ö n n e n 	 ( S k o w r o n	 et	

al.,	 2 0 1 5) .	 B ei s pi el s w ei s e	  w u r d e	 di e	 v e r mi n d e rt e	 S e n siti vit ät	 v o n	  U M -U C -3	 Z ell e n	

g e g e n ü b e r	 Ci s pl ati n	 a uf	 ei n e	 e r h ö ht e	 E x p r e s si o n	 v o n	 D O C K 1	 ( d e di c at o r	 of	 c yt o ki n esis )	

z u r ü c k g ef ü h rt,	 ei n e m	 at y pi s c h e n	  N u kl e oti d -A u st a u s c h -F a kt o r,	  w el c h e r	 b ei	 d e r	

z ell ul ä r e n	  A d h ä si o n	 u n d	  Mi g r ati o n	  wi c hti g	 i st	 u n d	 di e	 e pit h eli al -m e s e n c h y m al e	

T r a n siti o n	 ( E M T)	 r e g uli e rt	 ( D.	J.	 C h e n	 et	 al.,	 2 0 1 6) .	S ol c h e	 F a kt o r e n	 k ö n nt e n	 a u c h	 di e	

S e n siti vit ät	 g e g e n ü b e r	  H D A Ci s 	 b e ei nfl u s s e n .	 T at s ä c hli c h	 k a n n	 di e	 E M T 	 ü b e r	

v e r s c hi e d e n e	 F a kt o r e n	 u n d 	 Si g n al w e g e 	 ( z. B.	  N F κ B,	  T G F -β )	 sti m uli e rt	  w e r d e n,	 di e	

a u c h 	d u r c h	 C h e m ot h e r a p e uti k a	 a kti vi e rt	 w e r d e n 	k ö n n e n 	( T e r r y	 et	 al.,	 2 0 1 7).	 H D A Cis 	

ü b e n 	di v e r s e 	Eff e kt e	 a uf	 di e	  A c et yli e r u n g	 di e s e r	 F a kt o r e n 	a u s .	V e r s c hi e d e n e	  H D A C s	

( H D A C 1,	 2	 u n d	 6)	 w e r d e n	 b ei	 d e r	 T G F -β 1 -i n d u zi e rt e n	 E M T	 b e n öti gt	 ( C h oi	 et	 al.,	

2 0 1 6) .	 B ei	 d e r	 E M T	fi n d et	 ei n	 W e c h s el	 v o n	 E-C a d h e ri n	 z u	 N -C a d h e ri n	 st att.	 I n	 St u di e n	

v o n	 C h oi	 et	 al.	 k o n nt e	 g e z ei gt	  w e r d e n,	 d a s s	 in	  H K 2	 Z ell e n ,	 ei n e r	h u m a n e n 	p r o xi m al	

t u b ul ä r en 	e pit h eli al e n	  Ni e r e n z ellli ni e, 	T G F -β 1 	ei n e	 E M T 	mit	 v e r st ä r kt e r 	N -C a d h e ri n	

E x p r e s si o n 	 u n d 	 v e r mi n d e rt e r 	 E -C a d h e ri n	 E x p r e s si o n	 a u s l ö st.	 Di e s e r	 " C a d h e ri n	

S wit c h "	  w u r d e	 d u r c h 	 L M K 2 3 5	 ( 1 9i)	 v e r ri n g e rt 	 ( C h oi	 et	 al.,	 2 0 1 6) .	  Di es 	 l ä s st	 ei n e	

B et eili g u n g	 v o n	 L M K 2 3 5	 a n	 d e r	 E M T	 a u c h	i n	 U C C s	 v e r m ut e n.	 	

Z u d e m	 k o n nt e	 i m	  M T T-P r olif e r ati o n s a s s a y	 b ei 	 V e r w e n d u n g	 g e ri n g e r	

K o n z e nt r ati o n e n	 bi s	 0, 5	 µ M 	 1 9i	 b e s o n d e r s	 n a c h	 2 4	 h	 ei n	 l ei c ht e r	

P r olif e r ati o n s a n sti e g	 d et e kti e rt	  w e r d e n.	  Di e s	 i st	  mit	  V o r si c ht	 z u	 b et r a c ht e n,	 d a	 di e	

Eff e kt e	 kl ei n	 w a r e n	 u n d	 Z ellli ni e n -s p e zifi s c h	 z u	 s ei n	 s c h ei n e n.	 E b e nf all s	 k ö n n te n	 si e	

m et a b oli s c h e	  Ä n d e r u n g e n	  wi d e r s pi e g el n,	  w el c h e	 d u r c h	 d e n	  M T T -A s s a y	 d et e kti e rt	

w e r d e n,	 d a	 di e s e r	 di e	  A kti vit ät	 d e r	  N A D P H -a b h ä n gi g e n	  R e d u kt a s e	  mi s st.	  All e r di n g s	

w u r d e	 ei n	 ä h nli c h e r	 Eff e kt	f ü r	 ei n e n	 a n d e r e n	 H D A C	I n hi bit o r	 ( V P A)	 b e ri c ht et,	 d e r	 b ei	

g e ri n g e r	  K o n z e nt r ati o n	 ( 0, 6	  m M 	 V P A)	 i n	  A st r o z yt e n	 i n	 vit r o	 e i n e n	



Di s k u s si o n 	

	 9 5 	

P r olif e r ati o n s a n sti e g	  mit	 e r h ö ht e r	  D N A -S y nt h e s e	 a u sl ö st e.	  Di e	  A ut o r e n	 f ü h r e n	 di e s	

a uf	 ei n e	 v e r ä n d e rt e	 R e g ul ati o n	 v o n	 Z ell z y kl u s p r ot ei n e n	 g e g e n ü b e r	 ei n e m	 A n sti e g	 v o n	

C D K -I n hi bit o r e n	 b ei	  V e r w e n d u n g	 h ö h e r e r	  V P A-K o n z e nt r ati o n e n	 z u r ü c k	 ( H.	 J.	 L e e	 et	

al.,	 2 0 1 6) .	 Z u r	  Kl ä r u n g	 ä h nli c h e r	  B e o b a c ht u n g e n	 d u r c h	 di e	 1 9i	 I n hi biti o n	  m ü s st e n	

al s o	 di e	 S pi e g el	 d e r	 C D K -I n hi bit o r e n	 b ei	 v e r s c hi e d e n e n	  K o n z e nt r ati o n e n	 g e m e s s e n	

w e r d e n.	 J e d e nf all s	 s ollt e	 di e s e r	  A s p e kt	 b ei	 ei n e m	 kli ni s c h e n	 Ei n s at z	 d e r	 S u b st a n z	

b e d a c ht	 w e r d e n.	 	

P a s s e n d	 d a z u	  w u r d e	 i n	 u n s e r e n	 St u di e n	 d e r	 C D K -I n hi bit o r	 1	 ( p 2 1;	  G e n:	 C D K N 1 A )	

u nt e r s u c ht.	 D e r	 kl a s si s c h e	 Z ell z y kl u s m a r k e r	 w u r d e	 d u r c h	 di e	I n hi biti o n	 mit	 1 9i	 st a r k	

i n d u zi e rt.	Di e	 C D K N 1 A 	m R N A	 E x p r e s si o n	 sti e g	 n a c h	 2 4	 h	 B e h a n dl u n g	 mit	 st ei g e n d e r	

I n hi bit o r k o n z e nt r ati o n	 a n.	I n	 d e n	 Z ellli ni e n	 V M-C U B 1	 u n d	 6 3 9 -V	 w a r	 di e	 p 2 1 W A F 1 / CI P 1 	

P r ot ei n e x p r e s si o n	 d u r c h	 di e	  B e h a n dl u n g 	 mit	 1 9i	 v e r gl ei c h s w ei s e	 st ä r k e r	 i n d u zi e rt	

al s	 d u r c h	 S A H A.	  Di e	  H D A C -I n hi biti o n	 f ü h rt	z u	 ei n e r	  H y p e r a c et yli e r u n g	 d e s	 C D K N 1 A 	

P r o m ot o r s	 u n d	 d a h e r	 z u	 ei n e r	 v e r st ä r kt e n	 p 2 1 W A F 1 / CI P 1 	E x p r e s si o n 	( N e w b ol d	 et	 al.,	

2 0 1 6) .	A uf	 di e s e m	 W e g e	f ü h rt	 a u c h	 ei n e	 R e p r e s si o n	 v o n	 H D A C 2	 u n d	 H D A C 4	 z u	 ei n e r	

I n d u kti o n	 v o n	 p 2 1	( Li u	 et	 al.,	 2 0 0 9;	  M ott et	 et	 al.,	 2 0 0 9) .	  D u r c h	ei n e	 I n hi biti o n	 v o n	

H D A C 2	 d u r c h	 d e n	 v e r w e n d et e n	I n hi bit o r	i st	 d e r	 A n sti e g	 d e r	 p 2 1	 E x p r e s si o n	 d e m n a c h	

e r kl ä r b a r .		

W eit e r hi n	  wi r d	 di e	 a nti n e o pl a sti s c h e	  A kti vit ät	 d e s	 I n hi bit o r s	 1 9i	 a n h a n d	 d e r	

v e r mi n d e rt e n	  T h y mi d yl at -S y nt h a s e	 E x p r e s si o n	 e r si c htli c h.	  Di e s e s	 E n z y m	  wi r d	 b ei	

d e r	  R e pli k ati o n	 s o wi e	 d e r	  D N A -R e p a r at u r	 b e n öti gt	 ( C h o n	 et	 al.,	 2 0 1 7) .	  Di e	 st ä r k st e	

E x p r e s si o n s mi n d e r u n g	 z ei gt e	 si c h	 n a c h	 2 4	 h	  B e h a n dl u n g	  mit	 1 9i	 u n d	  w a r	 b ei	 2	 µ M	

j e w eil s	 st ä r k e r	 al s	 di e	 d u r c h	2, 5	 µ M	 S A H A. 	

Di e	 a nti p r olif e r ati v e n 	Eff e kt e 	v o n	 1 9i	 a u f	 di e	Z ellli ni e n	  H E K 2 9 3	 u n d	  H B L A K 	w a r e n 	

u nt e r s c hi e dli c h	 st a r k.	  Di e 	 U nt e r s u c h u n g	  w eit e r e r 	 Z ellli ni e n	 i st	  wi c hti g ,	 u m	 f ü r	

kli ni s c h e	 A n w e n d u n g e n	 di e	 S p e zifit ät	 d e s	 I n hi bit o r s	f ü r	 T u m o r z ell e n	 z u	 si c h e r n 	u n d	

ei n 	 t h e r a p e uti s c h es 	 F e n st e r 	 z u	 e r mitt el n .	 T at s ä c hli c h	  w a r	 di e	 u r ot h eli al e	

K o nt r oll z ellli ni e	 H B L A K	 s o w o hl	i m	 Vi a bilit ät s -T e st	 al s	 a u c h	i n	 d e n	 Z ell z y kl u s a n al y s e n	

w e ni g	 s e n siti v	 g e g e n ü b e r	 1 9i.	 D e r	I C 5 0 -W e rt	l a g	 mit	 5	 µ M 	d e utli c h	 ü b e r	 d e m	 d e r	 U C C s	

( T a b.	 4. 1).	 I m	 Z ell z y kl u s p r ofil	 k a m	 e s	 ni c ht	 z u	 d e m	 f ü r	 U C C s	 t y pi s c h e n	 G 2 / M	 A r r e st	

(A b s. 	5. 2. 2).	 	

B ei	 d e r	  R e a kti o n	 b e ni g n e r	 Z ell e n	 a uf	 di e	  B e h a n dl u n g	  mit	  H D A Ci s	  m u s s	  m a n	

b e d e n k e n,	 d a s s	 e u k a r y oti s c h e	 Z ell e n	 v e r m utli c h	 ü b e r	 i n h ä r e nt e	 a d a pti v e	 u n d	

p r ot e kti v e	 M e c h a ni s m e n	 g e g e n ü b e r	 s ol c h e n	 S u b st a n z e n	 v e rf ü g e n.	 D e r 	G r u n d	 k ö n nt e	
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d a ri n	 li e g e n,	 d a s s	  H D A Ci s 	 d u r c h	  B a kt e ri e n	 p r o d u zi e rt	  w e r d e n	 u n d	 i n	 d e r	  U m w elt	

w eit	 v e r b r eit et	 v o rli e g e n	 ( N e w ki r k	 et	 al.,	 2 0 0 9) .	 B ei s pi el s w ei s e	  wi r d	  T S A	 v o n	

B a kt e ri e n	 g e n ut zt,	 u m	 e u k a r y oti s c h e	  Mi k r o o r g a ni s m e n	 a b z ut öt e n	 ( Y o s hi d a	 et	 al.,	

1 9 8 7) .	 I m	  D et ail	  wi r d	 v e r m ut et,	 d a s s	 d a s	  Ü b e rl e b e n	 d e r	 Z ell e n	 d u r c h	 a d a pti v e	

T r a n s k ri pti o n s ä n d e r u n g e n	 e r m ö g li c ht	 wi r d,	 s o	 d a s s	 di e	 H y p e r a c et yli e r u n g	 mi ni mi e rt	

wi r d,	 di e	 Z ell e n	 l a n g s a m e r	  w a c h s e n	 u n d	  wi e d e r	 ei n e	  B al a n c e	 i n	 d e r	  G e n e x p r e s si o n	

h e r g e st ellt	  wi r d.	  B ei s pi el s w ei s e	 k o n nt e	 f ü r	 ni c ht -t r a n sf o r mi e rt e	 e m b r y o n al e	

St a m m z ell e n	 d e r	  M a u s	 g e z ei gt	  w e r d e n,	 d a s s	 si e	 n a c h	  H D A C -I n hi biti o n	 z w a r	  w eit e r	

p r olif e ri e r e n ,	 j e d o c h	  mit	 r e d u zi e rt e r	  G e s c h wi n di g k eit.	  D a s	 v e rl a n g s a mt e	  W a c h st u m	

s c h üt zt	 di e	 Z ell e n	 g e g e n	 g e n o mi s c h e	 L a n g z eit s c h ä d e n	 ( Y o s hi d a	 et	 al.,	 1 9 8 8).	 B et eili gt	

a n	 di e s e r	  R e a kti o n	 i st	 b ei s pi el s w ei s e	 di e	  H e r u nt e r r e g ul ati o n	 v o n	  G e n e n	

( G D F 9 / G D F 1 5),	 w el c h e	 a n	 d e r	  W a c h st u m s k o nt r oll e	 u n d	 Z ell z y kl u s p r o g r e s si o n	

b et eili gt	 si n d,	 s o wi e	  A n p a s s u n g e n	 i m	 E x p r e s si o n s v e r h ält ni s	 v o n	  H A T s	 u n d	  H D A C s 	

( H al s all	 et	 al.,	 2 0 1 5).		

Di e	 H E K 2 9 3	 Z ell e n	 r e a gi e rt e n 	hi n g e g e n	 vi el	 e m pfi n dli c h e r	 a uf	 di e	 1 9i	  B e h a n dl u n g.	

Di e	 mittl e r e	i n hi bit o ri s c h e	 K o n z e nt r ati o n	l a g	 mit	 0, 6 1	 µ M 	u nt e r	 d e m	 d e r	 U C C s.	 D a b ei	

w a r	 a u c h	 ei n	 st ä r k e r e r	 Eff e kt	 a uf	 d e n	 Z ell z y kl u s	 z u	 b e o b a c ht e n,	  w el c h e r	 n a c h	 2	 µ M 	

B e h a n dl u n g	 mit	 d e m	i n	 U C C s	 v e r gl ei c h b a r	i st .	Ä h nli c h e	 P a r all el e n	 k o n nt e n	 b e r eit s	f ü r	

d e n	  Kl a s s e	 I	  H D A Ci	 4 S C -2 0 2	 b e o b a c ht et	  w e r d e n.	  A u c h	 hi e r	 z ei gt e	 di e	 Z ellli ni e	

H E K 2 9 3	 ei n e	 v e r gl ei c h b a r	 st a r k	 e r h ö ht e	 G 2 / M -F r a kti o n	 wi e	 di e	 U C C s	 V M -C U B 1	 u n d	

U M -U C -3	 ( M.	 Pi n k e r n eil,	  H off m a n n,	  K o hl h of,	 et	 al.,	 2 0 1 6) .	  B e s o n d e r s	 i nt e r e s s a nt	 i st,	

d a s s	 di e 	 Z ellli ni e 	 H E K 2 9 3	 n a c h	  B e h a n dl u n g	 S e n e s z e n z -Z ei c h e n	 a uf wi e s .	 Di e	

I n d u kti o n	 v o n	 S e n e s z e n z	 i st	 b e r eit s	 f ü r	 v e r s c hi e d e n e	  H D A Cis 	 b e s c h ri e b e n	  w o r d e n	

( N e w b ol d	 et	 al.,	 2 0 1 6) .	  B ei	 H E K 2 9 3	  w a r	 d e r	 S e n e s z e n z -Z u st a n d 	 n a c h	  B e h a n dl u n g	

st ä r k e r	 a u s g e p r ä gt	 al s	 i n	 d e n	  U C C s.	  B e r eit s	 i n	 d e r	  N e g ati v -K o nt r oll e	 wi e s e n	 vi el e	

Z ell e n	 ei n e n	 s e n e s z e nt e n	 P h ä n ot y p	 a uf ;	  m ö gli c h e r w ei s e	 v er st ä r kt e 	di e	  B e h a n dl u n g	

mit	 1 9i	 di e s e n	 Z u st a n d.	 Ei n	  G r u n d	 f ü r	 di e	 ä h nli c h e	  R e a kti o n	 d e r	  H E K 2 9 3	 Z ell e n,	

v e r gli c h e n	  mit	 d e n	  U C C s,	 a uf	 di e	 1 9i	  B e h a n dl u n g	 k ö n nt e	 d a r a n	 li e g e n,	 d a s s	 di e	

H E K 2 9 3	 Z ell e n	 k ei n e s w e g s	 al s	 „ b e ni g n e	 Z ellli ni e“	 a n g e s e h e n	  w e r d e n	 k ö n n e n,	 d a	 si e	

ei n e n	 st a r k	 a n e u pl oi d e n	  K a r y ot y p	 a uf w ei s e n	 u n d	 i n	 i m m u n d efi zi e nt e n	  M ä u s e n	

T u m o r e n	 bil d e n	 ( St e p a n e n k o	 et	 al.,	 2 0 1 5) .	 Z u	 di e s e n	 Ei g e n s c h aft e n	 p a s st	 di e	

B e o b a c ht u n g,	 d a s s	 si e	 si c h	 b ei	 d e r	  B e h a n dl u n g	  mit	  H D A Ci	  wi e	 1 9i	 o d e r	 4 S C -2 0 2	

( Pi n k e r neil	 et	 al.,	 2 0 1 6)	 e h e r	 wi e	 U C C	 v e r h alt e n.	 D e n n o c h 	l ä s st	 si c h	 a u c h	 a n h a n d	 d e r	

diff e ri e r e n d e n	 E r g e b ni s s e	 z wi s c h e n	 H B L A K	 u n d	 H E K 2 9 3	 Z ellli ni e n	 k ei n e	 a u s r ei c h e n d	
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g e si c h e rt e 	 A u s s a g e 	 b e z ü gli c h	 d e r	 g e ri n g e r e n	  B e ei nfl u s s b a r k eit	 v o n	 b e ni g n e n	

Z ellli ni e n	 d u r c h	 di e	 1 9 i	 B e h a n dl u ng	 t r eff e n.	 E s	 m ü s st e n	 al s o	 w eit e r e	 i n	 vit r o	St u di e n 	

mit	 m e h r	 b e ni g n e n	 K o nt r oll -Z ellli ni e n 	o d e r	 u r ot h eli al e n	 P ri m ä r z ell e n	 e rf ol g e n .	 A u c h	

T o xi zit ät st e st s	 i n	 vi v o	 w ü r d e n	 b ei	 di e s e r	  T h e m ati k	  w eit e r h elf e n.	 E b e nf all s	 l a s s e n	

u n s e r e	 E x p e ri m e nt e	 k ei n e	  A u s s a g e	 b e z ü gli c h	 d e s	 L a n g z eit -Eff e kt e s	 d e r	  B e h a n dl u n g	

a uf	 b e ni g n e	 Z ell e n	 z u,	 d a	 l e di gli c h	 K u r z z eit	  M e s s u n g e n	 ü b e r	 7 2	 h	 d u r c h g ef ü h rt	

w u r d e n.	  D a h e r	 i st	 u n kl a r,	 o b	 di e	 s c h ei n b a r	 r e si st e nt e r e n	  H B L A K	 Z ell e n	 ü b e r	 ei n e n	

l ä n g e r e n	 Z eit r a u m	 st a bil	 bl ei b e n.	

5. 2. 2  D er e g ul ati o n	 d e s	 Z ell z y kl u s	 u n d	 d er	 Z ell k er n m or p h ol o gi e 	

N a c h	  B e h a n dl u n g	  mit	 1 9i	  w a r e n	 di e	 Z ell -	 u n d	 Z ell k e r n m o r p h ol o gi e n	 s o wi e	 di e	

Z ell z y kl u s p r ofil e	 d e utli c h	 v e r ä n d e rt.	  Di e	 Z ell z y kl u s st ö r u n g e n	  w u r d e n	 d a b ei	 f ü r	 all e	

U C C s	 b e o b a c ht et 	u n d	  w a r e n	 d u r c h	 ei n e	 v e r m e h rt e	 F r a k ti o n	 a n	 Z ell e n	 i n	 d e r	  G 2 / M-

P h a s e	 s o wi e	 ei n	 u n r e g el m ä ßi g e s,	 st a r k	 v e r b r eit e rt e s	 Z ell z y kl u s -P r ofil 	i n	 d e r	 F A C S-

A n al y s e 	 o h n e	 ei n d e uti g e	  U nt e rt eil u n g	 i n	 v e r s c hi e d e n e	 Z ell z y kl u s p h a s e n	

a u s g e z ei c h n et.	I n	 d e n	 Z ellli ni e n	 V M -C U B 1,	 U M -U C -3,	 6 3 9 -V	 s o wi e	 H E K 2 9 3	 v e r st ä r kt e	

si c h	 d e r	 A nt eil	 d e r	 Z ell e n	i n	 di e s e r	 P h a s e	 mit	 st ei g e n d e r	I n hi bit o r k o n z e nt r ati o n.	 A u c h	

di e	  B e h a n dl u n g s d a u e r	 b e s a ß	 ei n e n	 Ei nfl u s s.	 Z ellli ni e n ü b e r g r eif e n d	 st ellt e	 si c h	 di e	

st ä r k st e	 G 2 / M -F r a kti o n	 n a c h	 2 4	 h	 B e h a n dl u n g	 mit	 2	 µ M	 1 9i	 d a r,	 d a n a c h	 e nt wi c k elt e n	

si c h	 di e	 P r ofil e	 u nt e r s c hi e dli c h.	 	

Ei n e	 E r h ö h u n g	 d e r	 G 2 / M -F r a kti o n	 w u r d e	 b e r eit s	f ü r	 di e	 Kl a s s e	I	 H D A Ci s	 4 S C -2 0 2	 ( M.	

Pi n k e r n eil,	  H of f m a n n,	  K o hl h of,	 et	 al.,	 2 0 1 6)	 s o wi e	  R o mi d e p si n	 u n d	  Gi vi n o st at	 ( M.	

Pi n k e r n eil,	 H off m a n n,	 D e e n e n,	 et	 al.,	 2 0 1 6) ,	 s p e zifi s c h e	 H D A C 8	I n hi bit o r e n	( L e h m a n n	

et	 al.,	 2 0 1 4) 	 u n d	  V o ri n o st at	 ( S A H A)	 ( Ni e gi s c h	 et	 al.,	 2 0 1 3) 	 i n	 v o r a n g e g a ng e n e n	

St u di e n	 d e s	 u r ol o gi s c h e n	 F o r s c h u n g sl a b o r s	 b e o b a c ht et.	 Z u r	 E r kl ä r u n g	  w u r d e	 ei n e	

g e st ö rt e	 u n d	 v e r z ö g e rt e	 P a s s a g e	 d u r c h	 di e	  Mit o s e	  mit	 ei n e r	 u n gl ei c h e n	  D N A -

V e rt eil u n g	 a uf	 di e	  T o c ht e r z ell e n	 p o st uli e rt	 ( M.	 Pi n k e r n eil,	  H off m a n n,	  K o hl h of,	 et	 al.,	

2 0 1 6) .	 Im	  D et ail	 k ö n nt e	 e s	 d u r c h	 di e	 g e st ö rt e	  Mit o s e	 i m	 e r st e n	 Z ell z y kl u s	 z u	 ei n e r	

A k k u m ul ati o n	 u n d	 ei n e m	 v e rl ä n g e rt e n	  V e r bl ei b	 i n	 d e r	  G 2 / M -P h a s e	 k o m m e n.	

D a d u r c h	  w ü r d e	 ei n e	 i r r e g ul ä r e	 Z ellt eil u n g	 st attfi n d e n,	  w el c h e	 i n	  T o c ht e r z ell e n	  mit	

s c h ei n b a r e m	 s u b G 1 -	b z w.	 S -P h a s e	 D N A -G e h alt 	r e s ulti e rt.	 S c hl u s s e n dli c h	 k ö n nt e	 a u c h	

d e r	 I n hi bit o r	 1 9i	 p ri m ä r	 i n	 d e r	  G 2 / M -P h a s e	 d e s	 Z ell z y kl u s	  wi r k e n.	  D af ü r	 s p r e c h e n	

n e b e n	 d e r	 f r ü h e n	  A k k u m ul ati o n	 a n	 Z ell e n	 i n	 di e s e r	 P h a s e	 a u c h	 di e	

z ell k e r n m o r p h ol o gi s c h	 f e st g e st ellt e n,	 g e st ö rt e n	  Mit o s e n .	 I n	 d e n	 Z ellli ni e n	  V M-C U B 1	
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u n d	  U M -U C -3	 k o n nt e n	 n a c h	 d e r	  B e h a n dl u n g	  mit	 1 9i	  w e ni g e r	  Mit o s e n,	 all e r di n g s	

v e r m e h rt	  Mi k r o n u kl ei	 d et e kti e rt	  w e r d e n.	 J e d o c h	 i st	 z u	 b e a c ht e n,	 d a s s	 di e	

A u s w e rt u n g e n	 st ati sti s c h	 ni c ht	 si g nifi k a nt	 si n d,	 d a	 d u r c h	 di e	 Z yt ot o xi zit ät	 d e r 	

B e h a n dl u n g	 di e	 b e u rt eil b a r e	 Z ell k e r n z a hl	 a b ni m mt.	 	

Di e	 St ö r u n g e n	 d e r	  Mit o s e	 d u r c h	 1 9i	 k ö n nt e n 	a uf	 d e r	  D e a c et yli e r u n g	 v o n	  Hi st o n e n	

u n d	  Ni c ht -Hi st o n -P r ot ei n e n,	  w el c h e	 d e n	  A bl a uf	 d e s	 Z ell z y kl u s	 r e g uli e r e n,	 b e r u h e n.	

A c et yli e r u n g	 u n d	  D e a c et yli e r u n g	 si n d	 e nt s c h ei d e n d	 a n	 d e r	  R e g ul ati o n	 d e r	  Mit o s e	

b et eili gt	 ( C h u a n g	 et	 al.,	 2 0 1 0;	  V all s	 et	 al.,	 2 0 0 5) ;	 d e r	  A c et yli e r u n g s st at u s	

v e r s c hi e d e n e r ,	f ü r	 di e	 Mit o s e	 e s s e nti ell e r	 P r ot ei n e	 wi r d	 d u r c h	 H D A C s	 r e g uli e rt.	 Ei n e	

B e h a n dl u n g	  mit	  H D A Ci s 	f ü h rt	 d a h e r	 z u	  mit oti s c h e n	 St ö r u n g e n,	 d a r u nt e r	 u n gl ei c h e	

S pi n d el p ol -Bil d u n g,	 a n o r m al e	  Ki n et o c h o r -Mi k r ot u b uli -Int e r a kti o n	 s o wi e	  V e rl u st	 d e r	

C h r o m o s o m e n -A n h eft u n g	 a n	 di e	  Mit o s e s pi n d el.	 I n	 d e r	  A r b eit	 v o n	 C h u a n g	 et	 al. 	

( 2 0 1 0)	k o n nt e	 ei n e	 B et eili g u n g	 v o n	 H D A C 3,	 w el c h e s	 a uf	 d e r	 Mit o s e s pi n d el	l o k ali si e rt	

i st,	 a m	 mit oti s c h e n	 P r o z e s s	 n a c h g e wi e s e n	 w e r d e n.	I s hii	 et	 al.	 b e o b ac ht et e n	 e b e nf all s,	

d a s s	 ei n	  K n o c k d o w n	 v o n	  H D A C 3	 z u	 ei n e r	 g e st ö rt e n	  Mit o s e	 f ü h rt	 (I s hii	 et	 al.,	 2 0 0 8).	

I m	 gl ei c h e n	 Si n n e	 f üh rt e	 ei n	 si R N A -v e r mitt elt e r	  K n o c k d o w n	 v o n	  H D A C 3	 i n	 C ol o n -

K a r zi n o m e n	 z u	 ei n e r	 v e r st ä r kt e n	  A k k u m ul ati o n	 v o n	 Z ell e n	 i n	 d e r	  G 2 / M -P h a s e	

( Wil s o n	 et	 al.,	 2 0 0 6).	  Di e	  H D A C 3	 I n hi biti o n	 d u r c h	 1 9i	 i n	 u n s e r e n	  V e r s u c h e n	 k ö n nt e	

d e m n a c h	 a n	 d e r	 St ö r u n g	 d e r	 Mit o s e	 b et eili gt	 s ei n.	 U m	 f e st z u st ell e n,	 o b	 1 9i	 ü b e r	 di e	

M o difi k ati o n	 w eit e r e r	 a n	 d e r	  Mit o s e	 b et eili gt e r	 P r ot ei n e	 d e n	  A bl a uf	 d e s	 Z ell z y kl u s	

st ö rt ,	 m ü s st e	 d e re n 	A c et yli e r u n g s st at u s	i n	 F ol g e v e r s u c h e n	 ü b e r p r üft	 w e r d e n.	 	

I n	  H e L a-Z ell e n	  w u r d e	 n a c h	  B e h a n dl u n g	  mit	  H D A Ci s 	 ei n	 v e rl a n g s a mt e r	 P r o g r e s s	

d u r c h	 di e	  Mit o s e	 n a c h g e wi e s e n	 ( St e v e n s	 et	 al.,	 2 0 0 8) .	 I n	  K o m bi n ati o n	  mit	 ei n e r	

g e st ö rt e n	 Z ell z y kl u s p r o g r e s si o n	 k ö n nt e	 ei n e	 s ol c h e	  V e rl ä n g e r u n g	 d e s	 A bl a uf s	 d e n	

v e r mi n d e rt e n	 Mit o s e a nt eil	 n a c h	 B e h a n dl u n g	 mit	 1 9i	 e r kl ä r e n.	 	

G e r a d e	 f ü r	 H D A Ci s	k o n nt e 	n a c h g e wi e s e n	 w e r d e n,	 d a s s	 si e	 z u	 ei n e r	 D y s r e g ul ati o n	 d e r	

C h e c k p oi nt -A kti vi e r u n g	 f ü h r e n	 k ö n n e n	 ( Z.	  M.	 Li	 et	 al.,	 2 0 1 4) 	 u n d	 n a c h	 i niti al e r 	

Mit o s e v e r z ö g e r u n g	 d e r	 S pi n d el -K o nt r oll p u n kt	 ü b e r g a n g e n	 w e r d e n	 k a n n	 ( C hi a	 et	 al.,	

2 0 1 0;	 St e v e n s	 et	 al.,	 2 0 0 8) .	  D a d u r c h	  wi r d	 ei n	 r a pi d e r	 Z ellt o d	 i n d u zi e rt.	 D e r 	

K o nt r oll p u n kt -D ef e kt	  w u r d e	 a uf	 ei n e	  m a n g el n d e	  A kti vi e r u n g	 d e r	 P r ot ei n -Ki n a s e	

B u b R 1	 z u r ü c k g ef ü h rt,	  w el c h e	 ei n e	 z e nt r al e	  K o m p o n e nt e	 d e s	 S pi n d el -C h e c k p oi nt	 i st	

( S hi n	 et	 al.,	 2 0 0 3) .	 Ei n e	  D e a c et yli e r u n g	 v o n	  B u b R 1	 di e nt	 al s	 Si g n al	 f ü r	 d e n	

Mit o s e a u st ritt	 ( mit oti c	 e xit ).	  A n	 di e s e m	 P r o z e s s	 si n d	 b e s o n d e r s	  H D A C 2	 u n d	  H D A C 3	

b et eili gt	 ( P a r k	 et	 al.,	 2 0 1 7).	 I n	 d e r	 St u di e	 v o n	 C hi a	 et	 al.	  w u r d e	 g e z ei gt,	 d a s s	 ei n	
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s el e kti v e r	 Kl a s s e	I	 H D A C	I n hi bit o r,	 w el c h e r	 e b e nf all s	 ei n e	 A k k u m ul ati o n	 v o n	 Z ell e n	i n	

d e r	  G 2 / M	 P h a s e	 a u sl ö st,	 ei n e	 d ef e kt e	  Mit o s e	 s o wi e	 d a s	  Ü b e r g e h e n	 d e s	 S A C -

K o nt r oll p u n kt e s	 (c h e c k p oi nt	f o r	 s pi n dl e	 ass e m bl y )	t ri g g e rt.	 A u c h	 f ü r	 d e n	  H D A Ci	  T S A	

k o n n t e	 ei n e	 I n a kti vi e r u n g	 d e s	 S A C-K o nt r oll p u n kt e s	 n a c h g e wi e s e n	  w e r d e n,	 i n d e m	

kl a s si s c h e	 Mit o s e a u s g a n g s m a r k e r	 wi e	 di e	 I n a kti vi e r u n g	 v o n	 C D K 1,	

D e p h o s p h o r yli e r u n g	 v o n	  Hi st o n	  H 3	 u n d	 di e	  Ki n et o c h o r -L o k ali s ati o n	 v o n	  M A D 2	

v e rf ol gt	 w u r d e n	 ( M a g n a g hi-J a uli n	 et	 al.,	 2 0 0 7).	 B ei	 d e r	 B e h a n dl u n g	 mit	 1 9i	 k ö n nt e n	

ä h nli c h e	  M e c h a ni s m e n	 z u r	  G 2 / M	  A k k u m ul ati o n	 b eit r a g e n. 	 Ei n e	  Ü b e r p r üf u n g	 d e s	

S A C -K o nt r oll p u n kt e s	 mitt el s	  D et e kti o n	 v e r ä n d e rt e r	  Mit o s e a u s g a n g s	  M a r k e r	 s o wi e	

d e r	 E x p r e s si o n	 u n d	 A c et yli e r u n g	 v o n	 B u b R 1	 n a c h	 B e h a n dl u n g	 mit	 1 9i	 k ö n nt e n 	s o mit	

A uf s c hl ü s s e	 ü b e r	 d e n	 g e n a u e n	 z ell ul ä r e n	 A bl a uf	 i n	 U C C s	 b ri n g e n.		

F ü r	 n o r m al e	 Z ell e n	  wi r d	 hi n g e g e n	 v e r m ut et,	 d a s s	 ei n e	 p r ot e kti v e	 G 2 -P h a s e	

C h e c k p oi nt	 R e a kti o n 	di e	 z yt ot o xi s c h e	 Wi r k u n g	 v o n	 H D A Ci s 	mi n d e rt	 ( W a r r e n e r	 et	 al.,	

2 0 0 3) .	  Di e s e r	  A n s at z	  w ü r d e	 e r kl ä r e n,	  w a r u m	 i n	 d e r	 Z ellli ni e	  H B L A K	 k ei n e	

V e r ä n d e r u n g e n	 i m	 Z ell z y kl u s p r ofil	 n a c h	  B e h a n dl u n g	  mit	 1 9 i	 n a c h g e wi e s e n	  w e r d e n	

k o n nt e n.	 	

I nt e r e s s a nt e r w ei s e	 k o n nt e	 d e r	 s o n st	 b e v o r z u gt	 d u r c h	  H D A Cis 	 a u s g el ö st e	

Z ell z y kl u s a r r e st	 a m	  G 1 / S	  K o nt r oll p u n kt	 ( F al k e n b e r g	 et	 al.,	 2 0 1 4) 	 mit	 1 9i	 ni c ht	

b e o b a c ht et	  w e r d e n,	 o b w o hl	 i n	 all e n	  U C C s	 d e r 	Z ell z y kl u s a r r e st -M a r k e r s	 p 2 1 W A F 1 / CI P 1 	

i n d u zi e rt	  w u r d e.	 N o r m al e r w ei s e	 f ü h rt	 di e	 d u r c h	  H D A Ci s 	 a u s g el ö st e	

H y p e r a c et yli e r u n g	 d e s	 C D K N 1 A 	 P r o m ot o r s	 z u	 ei n e r	 v e r st ä r kt e n	 p 2 1 W A F 1 / CI P 1 	

E x p r e s si o n,	 w el c h e	 s c hl u s s e n dli c h	i n	 ei n e m	 G 0 / G 1	 A r r e st	 r e s ulti e rt	 ( N e w b ol d	 et	 al.,	

2 0 1 6) .	 Pi n k e r n eil	 et	 al.	 e r kl ä r e n	 d a s	 F e hl e n	 ei n e s	  G 1 -A r r e st	 i n	  U C C s	 n a c h	  H D A Ci -

B e h a n dl u n g	 ü b e r	 di e	 b e k a n nt e n	  D ef e kt e	 i m	  G 1 / S	  K o nt r oll p u n kt,	  w el c h e	 f ü r	 di e s e n	

T u m o rt y p	 c h a r a kt e ri sti s c h	 si n d 	 ( Fl o rl	 et	 al.,	 2 0 0 8;	  Ni e h a n s	 et	 al.,	 1 9 9 9) .	 Ei n	

Ü b e r g e h e n	 d e s	 G 1 / S	 C h e c k p oi nt s 	k ö n nt e	 d e n	f e hl e n d e n	 G 1	 A r r e st	 d u r c h	 ei n e	 H D A C -

I n hi biti o n	mitt el s	 1 9i	 e r kl ä r e n. 		

W eit e r hi n	 wi r d	 v e r m ut et,	 d a s s	 di e	 A rt	 d e s	 Z ell z y kl u s -A r r e st s,	 al s o	 G 1 -	o d e r	 G 2 -P h a s e	

A r r e st,	 v o n	 d e r	  D o si s	 d e s	  H D A Ci	 a b h ä n gi g	 i st.	  G e ri n g e,	 ni c ht -z yt ot o xi s c h e	  D o s e n	

s oll e n	 z u	 ei n e m 	G 1 -A r r e st,	 h ö h e r e	 D o s e n	 hi n g e g e n	 z u	 ei n e m	 G 2 -A r r e st	f ü h r e n.	 D a h e r	

wi r d	 v e r m ut et ,	 d a s s	 di e	 d u r c h	 g e ri n g e	  H D A Ci-D o s e n	 h o c h r e g uli e rt e n	 P r ot ei n e 	 wi e	

b ei s pi el s w ei s e	 p 2 1 W A F 1 / CI P 1 	 ni c ht	 a n	 d e r	 I n d u kti o n	 d e s	 Z ellt o d	 b et eili gt	 si n d	

( W a r r e n e r	 et	 al.,	 2 0 0 3) .	  Di e	 B a si s	 f ü r	 di e	 t u m o r s el e kti v e	 Z yt ot o xi zit ät	 s c h ei nt	

hi n g e g e n	 d e r	  H D A Ci -s e n siti v e	  G 2 -P h a s e	 C h e c k p oi nt 	z u	 s ei n ,	 d e r	n o r m al e	 Z ell e n	 a n	



Di s k u s si o n 	

	 1 0 0 	

ei n e m	 Ei nt ritt	i n	 ei n e	 a n o r m al e	 Mit o s e 	hi n d e rt .	I n	 ei n e m	 G r o ßt eil	 d e r	 T u m o rz ell e n	i st	

di e s e r	 K o nt r oll p u n kt 	hi n g e g e n	 d ef e kt	 ( C hi a	 et	 al.,	 2 0 1 0;	 Qi u	 et	 al.,	 2 0 0 0) .	 Ei n e	 A n al y s e	

d e r	 I nt e g rit ät 	d e s	  G 2 -P h a s e	  K o nt r oll p u n kt e s 	s o w o hl	 i n	  U C C s	 al s	 a u c h	 i n	 n o r m al e n	

Z ell e n	 w ä r e	 d a h e r	 si n n v oll. 		

W eit e r hi n	 w u r d e n 	n a c h	 B e h a n dl u n g	 mit	 1 9i	i n	 d e n	 Z el lli ni e n	 V M-C U B 1	 u n d	 U M -U C -3	

ei n e	 k o n z e nt r ati o n s a b h ä n gi g e,	 st ei g e n d e	  A n z a hl	 a n	  Mi k r o n u kl ei	 s o wi e	 v e r ei n z elt ,	

st a r k	 k o n d e n si e rt e	 Z ell k e r n b e r e i c h e	 b e o b a c ht et.	 Wi e d e r u m	 k ö n nt e n	 d af ü r	  D ef e kt e	

i m	G 2 -K o nt r oll p u n kt	i n	 U C C s	 ( D o h e rt y	 et	 al.,	 2 0 0 3) 	v e r a nt w o rtli c h 	s ei n.	 D e r	 V e rl u st	

d e s	  G 2 -K o nt r oll p u n kt e s	 r e s ulti e rt	 i n	 ei n e r	 f e hl e r h aft e n	  Mit o s e.	  D a s	 f e hl e r h aft e	

Z u s a m m e n k o m m e n	 d e r	 C h r o m o s o m e n	 i n	 d e r	  M et a p h a s e	 f ü h rt	 d a z u,	 d a s s	 di e	

r e pli zi e rt e n	 C h r o m o s o m e n	 w ä h r e n d	 d e r	 Mit o s e	 u n gl ei c h	 v e rt eilt	 w e r d e n	 u n d	 e s	 z u r	

Bil d u n g	 v o n	 D N A -F r a g m e nt e n 	u n d	 Mi k r o n u kl ei	 k o m mt.	 ( B h ati a	 et	 al.,	 2 0 1 3;	 Qi u	 et	 al.,	

2 0 0 0;	  W a r r e n e r	 et	 al.,	 2 0 0 3) .	 N a c h	  H D A C -I n hi biti o n	 b e o b a c ht et e n	 St e v e n s	 et	 al.	

Z ell e n	  mit	 st a r k	 k o n d e n si e rt e n	 C h r o m o s o m e n,	  w el c h e	 ni c ht	 f ä hi g	  w a r e n,	 di e s e	 z u	

ei n e r	 k o r r e kt e n	  M et a p h a s e	 a n z u o r d n e n 	( St e v e n s	 et	 al.,	 2 0 0 8) .	D e n n o c h	 e rf ol gt e	 d e r	

Ei nt ritt	 i n	 di e	  Mit o s e	 u n d	 di e	 Z yt o ki n e s e	 f ü h rt e	 s c hl u s s e n dli c h	 z u	 ei n e r	 u n gl ei c h e n	

C h r o m o s o m e n s e g r e g ati o n	  mit	  m ulti pl e n	  T o c ht e r z ell e n.	  W a r r e n e r	 et	 al.	 ( 2 00 3)	

v e r m ut et e n,	 d a s s	 d a s 	 F e hl e n	 d e r	  H D A C -A kti vit ät	 n a c h 	 H D A Ci -B e h a n dl u n g 	 di e	

F u n kti o n	 d e r 	Ki n et o c h o r e	 b e ei nt r ä c hti gt,	 z. B.	 d u r c h	 ei n e	 v e r st ä r kt e	 A c et yli e r u n g	 d e s	

z e nt r o m e r e n	  H et e r o c h r o m ati n s. 	 B ei s pi el s w ei s e	  wi r d	 di e	  Bi n d u n g	 v o n	

H et e r o c h r o m ati n	 P r ot ei n	 1	 ( H P 1)	 d u r c h	 T S A	 g e st ö rt	 ( Ei s s e n b e r g	 et	 al.,	 2 0 0 0;	 T a d d ei	

et	 al.,	 2 0 0 1) .	D a h e r	 w u r d e	 e i n e	 B et eili g u n g	 v o n	 H D A C s	 b ei	 d e r	 L o k ali s ati o n	 v o n	 H P1	

a n	  H et e r o c h r o m ati n 	 g e s c hl u s sf ol g e rt	 ( Xi n	 et	 al.,	 2 0 0 4) ,	  w o	  H P 1	 f ü r	 ei n e	 di c ht e	

P a c k u n g	 d e r	  D N A 	 s o r gt .	  B ei	 d e r	  R e pli k ati o n	  wi r d	  H P 1	 v o m	 p a r e nt al e n	  D N A-

D o p p el st r a n g	 f r ei g el a s s e n	 u n d	  m u s s	 s p ät e r,	  mit	  Hilf e	 v o n	  H D A C s,	  wi e d e r	 a n	 di e	

T o c ht e r st r ä n g e	 a n g ef ü gt	 w e r d e n	 ( M ai s o n	 et	 al.,	 2 0 0 4).	 H P 1	k ol o k ali si e rt	i n	 d e r	 s p ät e n	

S -P h a s e	  mit	 d e m	  T u m o r s u p p r e s s o r	 p 3 3 I N G 1,	  w el c h e r	 z u m	 Si n 3-H D A C 1 / 2	  K o m pl e x	

g e h ö rt.	 E s	  w u r d e	 v e r m ut et,	 d a s s	 di e s e r	  K o m pl e x	 f ü r	 di e	  Hi st o n -D e a c et yli e r u n g	 i m	

H et e r o c h r o m ati n	 v e r a nt w o rtli c h	 i st	 u n d	 ei n e	  H y p o a c et yli e r u n g	 d u r c h	  H D A C 1 / 2	 f ü r	

ei n e 	 a d ä q u at e	 I nt e r a kti o n	 d e r	  Ki n et o c h o r e	 e rf o r d e rli c h	 i st.	 Ei n	  V e rl u st	 di e s e s	

K o m pl e x e s	 k ö n nt e	 s o mit	 di e	  H et e r o c h r o m ati n -F o r m ati o n	 b e ei nfl u s s e n 	(J a m al a d di n	

et	 al.,	 2 0 1 4;	 Xi n	 et	 al.,	 2 0 0 4) .	 I n	 di e s e m	 Z u s a m m e n h a n g	 w u r d e n 	 n a c h	  H D A C 1 / 2	

K n o c k d o w n	 v e r m e h rt	  Mi k r o n u kl ei	 s o wi e	 ei n e	 V e r ri n g e r u n g	 d e r 	 Z ell z a hl 	 i n	 d e r	 S -
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P h a s e	 b e o b a c ht et ,	 w el c h e s	 d e n	 A ut o r e n	 z uf ol g e	 a uf	 C h r o m o s o m e n s e g r e g ati o n sf e hl e r	

s o wi e	 D N A -R e pli k ati o n sf e hl e r	 hi n w ei st	 (J a m al a d di n	 et	 al.,	 2 0 1 4) .		

A u c h	 1 9i	 k ö n nt e 	 d u r c h	 di e 	 H D A C 1 / 2	 I n hi biti o n	 di e	 F u n kti o n	 di e s e s	 K o m pl e x e s	

st ö r e n ,	 s o d a s s	 di e	  Bil d u n g	 v o n	  H et e r o c h r o m ati n	 b e ei nt rä c hti gt	  wi r d	 u n d	 F e hl e r	

w ä h r e n d	 d e r	 Mit o s e	 di e	 E nt st e h u n g	 v o n	 Mi k r o n u kl ei	 b e g ü n sti g e n. 	

5. 2. 3  Ei nfl u s s	 v o n	 1 9i	 a uf	 di e	 m R N A	 E x pr e s si o n	 d er	 Kl a s s e	II a	 H D A C s 	

N a c h	 B e h a n dl u n g	 mit	 1 9i	 k a m	 e s	 b e s o n d e r s	i n	 d e n	 Z ellli ni e n	 V M -C U B 1	 u n d	 U M -U C -3	

z u	 ei n e m	  m o d e r at e n 	 A n sti e g	 d e r	  H D A C 4	  m R N A	 u n d	 ei n e m	 st ä r k e r e n 	 d e r	  H D A C 5	

m R N A.	  Di e	  H D A C 7	  m R N A	  w u r d e	 hi n g e g e n	 i n	 all e n	 Z ellli ni e n	 n a c h	  B e h a n dl u n g	

h e r u nt e r	 r e g uli e rt.	  All e	 di e s e	  V e r ä n d e r u n g e n	  w a r e n	 st ä r k e r	 b ei	 h ö h e r e r	

I n hi bit o r k o n z e nt r ati o n.	 F ü r	 di e s e	 E x p r e s si o n s v e r ä n d e r u n g e n	 n a c h	  B e h a n dl u n g	 si n d	

v e r s c hi e d e n e	 E r kl ä r u n g s a n s ät z e	 d e n k b a r.	 Ei n e r s eit s	 si n d	 a u c h	 di e	 P r o m ot o r e n	 d e r	

H D A C -G e n e	 v o m	 A c et yli e r u n g s g r a d	 a b h ä n gi g,	 s o 	d a s s	 ei n e	 H D A C -I n hi biti o n	 z u	 ei n e r	

v e r st ä r kt e n	 b z w.	 v e r mi n d e rt e n	  G e n e x p r e s si o n	 f ü h rt.	 Ei n	 d e r a rti g e r	

a ut o r e g ul at o ri s c h e r	 F e e d b a c k -K r ei s	 k o n nt e	 b e r eit s	 f ü r	 v e r s c hi e d e n e	  H D A Ci s 	

n a c h g e w i e s e n	 w e r d e n	( Aj a mi a n	 et	 al.,	 2 0 0 4;	 S c h u ett e n g r u b e r	 et	 al.,	 2 0 0 3) .	W eit e r hi n	

k ö n nt e	 di e	 v e r ä n d e rt e	 E x p r e s si o n	 ei n e	 f u n kti o n ell e	  R e a kti o n	 i m	 Si n n e	 ei n e r	

k o m p e n s at o ri s c h e n	  G e g e n r e g ul ati o n	 d e r	  T u m o r z ell e n	 a uf	 di e	  H D A C -I n hi biti o n	 s ei n.	

Di e s e	  G e g e n r e g ul ati o n	 zi elt	 ei n e r s eit s	 a uf	 di e	 E r h alt u n g	 d e s	  A c et yli e r u n g s z u st a n d s	

( H al s all	 et	 al.,	 2 0 1 5),	 m ö gli c h e r w ei s e	 a b e r	 a u c h	 a uf	 di e	 R e p a r at u r	 v o n	 D N A-S c h ä d e n.	

D e r	 d u r c h	 H D A Ci s 	i n d u zi e rt e	 Z ellt o d	 wi r d	 u. a.	 d u r c h	 D N A-S c h ä d e n	 v e r u r s a c ht,	 d a 	di e	

F u n kti o n	 v o n	  D N A -R e p a r at u r p r ot ei n e n	 b e ei nt r ä c hti g t	 wi r d 	 ( N e w b ol d	 et	 al.,	 2 0 1 6) .	

Ei n e	  D el eti o n	 v o n	  H D A C 3	 f ü h rt	 z u	 ei n e r	 si g nifi k a nt e n	  R e d u kti o n	 d e r	  D N A -

R e p a r at u rf ä hi g k eit	 ( B h a s k a r a	 et	 al.,	 2 0 1 0) .	  H D A C 4	 i st	 hi n g e g e n	 ei n e	  wi c hti g e	

K o m p o n e nt e	 d e s	  D N A -R e p a r at u r -Si g n al w e g s,	 i n d e m	 e s	 z u	 g e s c h ä di gt e n	  D N A -

R e gi o n e n	 r e k r uti e rt	 wi r d	 u n d	 d o rt	 mit	 d e m	 R e p a r at u r p r ot ei n	 5 3 B P 1 	i nt e r a gi e rt	( K a o	

et	 al.,	 2 0 0 3) .	  W e n n	  m a n	 d a v o n	 a u s g e ht,	 d a s s	 d u r c h	 di e	  H D A C-I n hi biti o n	  H D A C 3	

e b e nf all s	 g e h e m mt	 wi r d,	 w ä r e	 ei n e	 H o c h r e g ul ati o n	 v o n	 H D A C 4	i n	 T u m o r z ell e n	 s o mit	

ei n e	 s c hl ü s si g e	 R e a kti o n 	d e r	 T u m o r z ell e n	 a uf	i n d u zi e rt e 	D N A -S c h ä d e n. 		

W eit e r hi n	 k ö n nt e	 di e	 A kti vit ät	 d e r	 Kl a s s e	I	 H D A C s	 v o n	 H D A C 4 / 5	 a b h ä n gi g	 s ei n.	 N a c h	

I n hi biti o n	 v o n	  Kl a s s e	 I	 E n z y m e n	  mitt el s	 1 9i	 k ö n nt e n	 di e	  T u m o r z ell e n	 v e r s u c h e n,	

d u r c h	 di e	 G e g e n r e g ul ati o n	 v o n	 H D A C 4 / 5	 di e	 A kti vit ät	 d e r	 Kl a s s e	 I	 E n z y m e	 a uf r e c ht	

z u	 e r h alt e n.	  K r e u z r e g ul ati o n e n	 z wi s c h e n	  H D A C s	 v e r s c hi e d e n e r	  Kl a s s e n	  w u r d e n	
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b e r eit s	 v e r s c hi e d e ntli c h	 b e o b a c ht et.	  B ei s pi el s w ei s e	 i st	 i n	  K a r di o m y o z yt e n	 di e	

D e a c et yl a s e -A kti vit ät	 v o n	 H D A C 2	 v o n	 d e r	 R e g ul ati o n	 d u r c h	 H D A C 5	 a b h ä n gi g	 ( E o m	 et	

al.,	 2 0 1 4) .		

E b e nf all s 	 z ellli ni e n ü b e r g r eif e n d	  w u r d e	 ei n e	  H e r u nt e r r e g ul ati o n	 v o n	  H D A C 7	  m R N A	

b e o b a c ht et.	  Di e s e r	 Eff e kt	  w u r d e	 b e r eit s	 f ü r	 di e	 P a n -H D A Ci s	  V o ri n o st at	 u n d	

R o mi d e p si n 	 b e ri c ht et	 ( D o k m a n o vi c	 et	 al.,	 2 0 0 7) .	 I n	 v e r s c hi e d e n e n	 Z ellli ni e n	 ( u. a.	

a u c h 	 U C C )	  w a r e n	 n a c h	  H D A C -I n hi biti o n	 s o w o hl	  H D A C 7	  m R N A	 al s	 a u c h	 P r ot ei n	

v e r mi n d e rt;	j e d o c h	 w u r d e	 k ei n e	 A u s wi r k u n g	 a uf	 di e	 E x p r e s si o n	 w eit e r e r	 H D A C s	 d e r	

Kl a s s e	 II a	 d et e kti e rt.	  Di e	  H e r u nt e r r e g ul ati o n	 d e r	  H D A C 7	  m R N A	 E x p r e s si o n	 d u r c h	

V o ri n o st at	  w a r	 a u c h	 i n	 u n s e r e n	  U nt e r s u c h u n g e n	 e r k e n n b a r,	 all e r di n g s	 l ö st e	 1 9i	 i m	

V e r gl ei c h	 d e utli c h	 st ä r k e r e	 Eff e kt e	 a u s.	  Di e	 P r ot ei n e x p r e s si o n	  w u r d e	 i n	 u n s e r e n	

E x p e ri m e n t e n	 ni c ht	 ü b e r p r üft,	 s o	 d a s s	 hi e r z u	 k ei n	  V e r gl ei c h	 g e z o g e n	  w e r d e n	 k a n n.	

A n d e r e r s eit s	 i st	 a n z u m e r k e n,	 d a s s	 i n	 u n s e r e n	 E x p e ri m e nt e n	 di e	  m R N A	 E x p r e s si o n	

v o n	 H D A C 4	 u n d	 H D A C 5	 d u r c h a u s	 d u r c h	 V o ri n o st at	 b e ei nfl u s st	 w u r d e.	 O b	 s i c h	 di e s e r	

Eff e kt	 a u c h	 a uf	 di e	 P r ot ei n e x p r e s si o n	 ü b e rt r ä gt,	  w u r d e	 ni c ht	 u nt e r s u c ht.	 I n	 d e r	

A r b eit	 v o n	  D o k m a n o vi c	 et	 al.	 ( 2 0 0 7)	 w u r d e	 k ei n e	  A u s wi r k u n g	 a uf	 di e	

P r ot ei n e x p r e s si o n	 d e r	 Kl a s s e	II a	 H D A C s	 n a c h g e wi e s e n.	 E s	i st	 s o mit	 m ö gli c h,	 d a s s	 si c h	

di e	 v e r ä n d e rt e n	 m R N A -M e n g e n	 ni c ht	i n	 v e r ä n d e rt e n	 P r ot ei n s pi e g el n	 ni e d e r s c hl a g e n. 	

5. 2. 4  A p o pt o s e -I n d u kti o n	 u n d	 S e n e s z e n z	

Ei n e	  A p o pt o s e -I n d u kti o n	 d u r c h	 1 9i	  w u r d e	 a n h a n d	 d e s	 C a s p a s e	  A kti vit ät s-A n sti e g	

s o wi e	 d e s	  A uft r et e n s 	 v o n	 g e s p alt e n e r 	 P A R P	 ( cl e a v e d 	 P A R P)	 al s	  A p o pt o s e m a r k e r	

n a c h g e wi e s e n.	 I n	 d e r	 Z ellli ni e	 6 3 9 -V	 w u r d e n	 d a b ei	 di e	 st ä r k st e n	 Eff e kt e	 b e o b a c ht et.	

S o w o hl	 di e	 C a s p a s e -A kti vit ät	 al s	 a u c h	 di e	 S p alt u n g	 v o n	 P A R P	 w a r e n	i n	 di e s e r	 Z ellli ni e	

n a c h	  B e h a n dl u n g	 d e utli c h	 e r h ö ht.	 Ei n e 	 I n d u kti o n	 d e r	  A p o pt o s e	 -	 b e s o n d e r s	 d u r c h	

h ö h e r e	 K o n z e nt r ati o n e n	 -	k ö n nt e	 di e	 st a r k e	 V e r mi n d e r u n g	 d e r	 Z ell vit alit ät	i m	 M T T -

A s s a y	 n a c h	  B e h a n dl u n g	  mit	 2	 u n d	 5	 µ M	 1 9i	 ü b e r	 2 4	 bi s	 7 2	 h	 b e s o n d e r s	 b ei	 di e s e r	

Z ellli ni e	 e r kl ä r e n. 	

U nt e r	 d e n	 v e r s c hi e d e n e n	 Z ellt o d m e c h a ni s m e n	 si n d	 di e	i nt ri n si s c h e	 u n d	 e xt ri n si s c h e	

A p o pt o s e -I n d u kti o n	a m	 b e st e n	 e rf o r s c ht	 ( G all u z zi	 et	 al.,	 2 0 1 8;	 N e w b ol d	 et	 al.,	 2 0 1 6) .	

Di e	 A u sl ö s u n g	 d e r	 A p o pt o s e	 d u r c h	 H D A Ci s 	s oll	 d a r a uf	 b e r u h e n,	 d a s s	 di e	 P r o m ot o r e n	

v e r s c hi e d e n e r	 p r o a p o pt oti s c h e	  G e n e	 h y p e r a c et yli e rt	  w e r d e n,	 w a s 	 ei n e	 I n d u kti o n	

i h r e r	 E x p r e s si o n	 z u r	 F ol g e	 h at	 ( M att h e w s	 et	 al.,	 2 0 1 2) .	  W el c h e	 p r o a p o pt oti s c h e n	

G e n e	 d u r c h	 1 9i	 i n d u zi e rt	  w e r d e n,	  w u r d e	 ni c ht	 i m	 Ei n z el n e n	 u nt e r s u c ht.	  K riti s c h	 z u	
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f r a g e n	 i st	 all e r di n g s,	  w a r u m	 ni c ht	 a u c h	 a nti-a p o pt oti s c h e	  G e n e	 a uf	 di e s e	  W ei s e	

i n d u zi e rt	 w e r d e n	 s ollt e n.		

I nt e r e s s a nt e r w ei s e	 s p alt e n	 C a s p a s e n	 a u c h	 di r e kt	  H D A C s.	 Ei n e	 C a s p a s e-a b h ä n gi g e	

S p alt u n g	 v o n	  H D A C 3	 f ü h rt	 z u	 ei n e r	  A k k u m ul ati o n	 i m	 Z yt o pl a s m a	 u n d	 ei n e r	

T r a n s k ri pti o n s a kti vi e r u n g	 p r o a p o pt oti s c h e r	 Zi el g e n e	 ( E s c affit	 et	 al.,	 2 0 0 7;	 Z.	 M.	 Li	 et	

al.,	 2 0 1 4) .	 I m	 gl ei c h e n	 Si n n e	 b e ei nfl u s s e n	 C a s p a s e n	 d e n	 n u kl e ä r e n	 E x p o rt	 v o n	

H D A C 4.	  W ä h r e n d	 d e r	  A p o pt o s e	  wi r d	  H D A C 4	 d u r c h	 C a s p a s e	 3	 g e s p alt e n,	 s o d a s s	 ei n	

P r ot ei nf r a g m e nt	 e nt st e ht,	 w el c h e s	 i m	  N u kl e u s	 a k k u m uli e rt	 u n d	 al s	

T r a n s k ri pti o n s r e p r e s s o r	 v o n	 S R F	 u n d	  R u n x 2	 a p o pt oti s c h e	 Si g n al w e g e	 a kti vi e rt	

( M at hi a s	 et	 al.,	 2 0 1 5;	 P a r o ni	 et	 al.,	 2 0 0 7) .	 D u r c h	 di e	  H D A C -I n hi biti o n	 k o m mt	 e s	

n a c h w ei sli c h	 z u	 ei n e r	 e r h ö ht e n	 C a s p a s e	 3 / 7 -A kti vit ät,	  w el c h e	 al s o	  wi e d e r u m	 d u r c h	

di e	 S p alt u n g	 v e r s c hi e d e n e r	  H D A C s	 z u	 ei n e r	 v e r st ä r kt e n	  A p o pt o s e	 d e r	 Z ell e n	 f ü h r e n	

k ö n nt e.	 I n	 w el c h e m	 U mf a n g	 d a s	 A u s m a ß	 d e r	 Vit alit ät s a b n a h m e 	a uf	 di e s e	 W ei s e	 v o n	

d e r	 C a s p a s e -A kti vit ät	 a b h ä n gt,	 bl ei bt	f r a gli c h.	 	

E b e nf all s	i st	f ü r	 H D A Ci s 	b e k a n nt,	 d a s s	 si e	 S e n e s z e n z	 a u sl ö s e n	 k ö n n e n.	 S e n e s z e n z	 g e ht	

mit	 c h a r a kt e ri sti s c h e n	  m o r p h ol o gi s c h e n	  V e r ä n d e r u n g e n	 u n d	 b e k a n nt e r m a ß e n	  mit	

ei n e r	 I n d u kti o n	 v o n	 p 2 1	 ei n h e r	 ( N e w b ol d	 et	 al.,	 2 0 1 6) .	 In	  U C C s	  w a r	 n e b e n	 d e r	

I n du kti o n	 v o n	 p 2 1	 ei n	  w eit e r e r	 bi o c h e mi s c h e	  M a r k e r 	 d e r	 S e n e s z e n z 	 ( S e n e s z e n z-

a s s o zii e rt e 	 β -G al a kt o si d a s e)	 d et e kti e r b a r.	 B e r eit s 	 i n	 d e n	  K o nt r oll p r o b e n	  w a r	 ei n	

g e ri n g e r	  A nt eil	 a n	 Z ell e n	  mit	 s e n e s z e nt e m	 P h ä n ot y p	 z u	 s e h e n,	  w el c h e r	 si c h	 n a c h	

B e h a n dl u n g	 mit	 1 9i	 v e r s t ä r kt e.	 Ä h nli c h e	 Eff e kt e	 k o n nt e n	 a u c h	 d u r c h	 di e	 I n hi bit o r e n	

4 S C -2 0 2,	 R o mi d e p si n	 u n d	  Gi vi n o st at	 f ü r	 di e	 Z ellli ni e n 	 H B L A K	 u n d	  H E K 2 9 3	

b e o b a c ht et	  w e r d e n.	 D u r c h	 di e	 I n hi bit o r e n	  wi r d	 ei n	 „ z yt ot o xi s c h e r,	 S e n e s z e n z -

ä h nli c h e r	 Z u st a n d	 a u s g el ö st,	 b ei	 d e m	 di e	 Z ell e n	 d i e	 F ä hi g k eit	 z u r	

L a n g z eit p r olif e r ati o n	 b ei b e h alt e n“ 	 ( M a ri a	 Pi n k e r n eil,	 2 0 1 7) .	  D e r	 z yt o st ati s c h e	

Z u st a n d	 s oll t e	d a h e r	 r e v e r si b el	 s ei n 	( M.	 Pi n k e r n eil,	 H off m a n n,	 D e e n e n,	 et	 al.,	 2 0 1 6;	 M.	

Pi n k e r n eil,	 H off m a n n,	 K o hl h of,	 et	 al.,	 2 0 1 6) .		

A u s	 d e r	 Di s s e rt ati o n	 v o n	 M a ri a	 Pi n k e r n eil	 ( 2 0 1 7)	 g e ht	 h e r v o r,	 d a s s	 e s	 v e r s c hi e d e n e	

H D A Ci -v e r mitt elt e	 Z ellt o d m e c h a ni s m e n	 gi bt. 	D a b ei	 s c h ei n e n	 s o w o hl	 n e k r oti s c h e	 al s	

a u c h	 a p o pt oti s c h e	  A bl ä uf e	 ei n e	  R oll e	 z u	 s pi el e n.	 I n 	U C C s	  w a r	 n a c h	  B e h a n dl u n g	  mit	

Kl a s s e	I -s p e zifi s c h e n	 H D A Ci s	 di e	 E x p r e s si o n	 v o n	 ei ni g e n	 p r o -a p o pt oti s c h e n	 F a kt o r e n	

e r h ö ht,	 di e	 v o n	 a nti -a p o pt oti s c h e n	 e r ni e d ri gt.	 E s	 f a n d	 j e d o c h	 k ei n e	 ei n h eitli c h e	

I n d u kti o n	 b z w.	  R e p r e s si o n	 di e s e r	 F a kt o r e n	 st att.	 E s	  w u r d e	 v e r m ut et,	 d a s s	 di e	

M e c h a ni s m e n	 Z ellli ni e n -a b h ä n gi g	 si n d,	 d a	i n	 d e r	 V M -C U B 1	 e h e r	 a p o pt oti s c h e,	i n	 d e r	
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U M -U C -3	 hi n g e g e n	 n e k r oti s c h e	 P r o z e s s e	 f e st g e st ellt	  w u r d e n	 ( v gl. M a ri a	 Pi n k e r n eil,	

2 0 1 7) .	

5. 3  V er gl ei c h	 d er	I n hi bit or e n	 1 9i	 u n d	 S A H A 	

A n g e si c ht s	 d e r	 E nt d e c k u n g	 d e s	 v e r ä n d e rt e n	 Wi r k s p e kt r u m s	 v o n	 1 9i	 s ollt e	 d e r	 F r a g e	

n a c h g e g a n g e n	  w e r d e n,	 i n	  wi e w eit	 si c h	 di e	 Eff e kt e	 d e r	 I n hi biti o n	  mitt el s	 1 9i	 v o n	

d e n e n	 d e s	 b e k a n nt e n	 p a n -I n hi bit o r s	 S A H A	 u nt e r s c h ei d e n.	 S A H A,	 ei n	 p ot e nt e r	

H y d r o x a m s ä u r e -I n hi bito r,	 h e m mt	 di e	  Kl a s s e	 I	 s o wi e	 II b	  H D A C s	 i m	 g e ri n g e n	

mi k r o m ol a r e n	  B e r ei c h,	 h at	 j e d o c h	 ei n e	 b e d e ut e n d	 g e ri n g e r e	  A kti vit ät	 g e g e n ü b e r	

H D A C	 I s of o r m e n	 d e r	 Kl a s s e	 II a;	i m	 H D A C	 I s of o r m e n	 A s s a y	l a g e n	 di e	 K o n st a nt e n	 f ü r	

di e	  Kl a s s e	 II a	 I n hi biti o n	 ü b e r	 1 0	 µ M	 ( L a uff e r	 et	 al.,	 2 0 1 3) .	  N a c h	 d e n	 k o r ri gi e rt e n	

E r g e b ni s s e n	 i m	 J a h r	 2 0 1 7	  w a r	 d a s	 i n	 vit r o	Wi r k s p e kt r u m	 v o n	 1 9i	 ä h nli c h	 d e m	 v o n	

S A H A.	 D i e	 h ö c h st e	 A kti vit ät	 h at	 di e	 S u b st a n z	 d e m n a c h	 g e g e n ü b e r	 d e n	I s of o r m e n	 d e r	

Kl a s s e	 I	 ( H D A C 1,	 2	 u n d	 3)	 s o wi e	 d e r	  Kl a s s e	 II b	 ( H D A C 6	 u n d	 1 0);	 hi n g e g e n	 h at	 si e	

k ei n e	i n hi bit o ri s c h e	 A kti vit ät	 g e g e n ü b e r	 H D A C 4.	 	

D e n n o c h	 z ei gt e	 1 9i	 ( b ei	 2	 µ M)	 i n	 d e n	  m ei st e n	  U nt e r s u c h u n g e n	 st ä r k e r e	

a nti n e o pl a sti s c h e	 Eff e kt e	 a uf	 di e	  U C -Z ellli ni e n	 al s	 2, 5	 µ M	 S A H A.	  B ei	 b ei d e n	

B e h a n dl u n g s z eit r ä u m e n	  w a r e n	 d e utli c h e r e	 P r olif e r ati o n s ei n s c h r ä n k u n g e n	 i m	

Kl o n o g e nit ät s a s s a y	 i m	  V e r gl ei c h	 z u	 S A H A	 z u	 s e h e n.	  A u c h	 di e	  mittl e r e n	

H e m m k o n z e nt r ati o n e n	 v o n	 1 9i	 f ü r	 di e	  U C C s	  V M -C U B 1,	  U M -U C -3	 u n d	 6 3 9 -V	 si n d	

d e utli c h	 g e ri n g e r	 (I C 5 0 	 1 9i:	 0, 8 2 -1, 0 3 	 µ M;	 I C 5 0 	 S A H A:	 2, 7 -6, 0	 µ M	 ( Ni e gi s c h	 et	 al.,	

2 0 1 3) ).		

Z u r	 st ä r k e r e n	  Wi r k s a m k eit 	 k ö n nt e	 d e r	 v e r m e h rt e 	 C a s p a s e	 3 / 7 -A kti vit ät s a n sti e g 	

b eit r a g e n.	  D e r	  A p o pt o s ei n d u kti o n s -M a r k e r 	w a r	 i n	 all e n	  U C C s	 n a c h	  B e h a n dl u n g	  mit	

2 	µ M	 1 9i	 d o p p elt	 s o	 h o c h	 wi e	 b ei	 S A H A.	  Di e	 cl e a v e d	 P A R P	 E x p r e s si o n	 z ei gt e	

all e r di n g s	  w e ni g e r	 st a r k e	 U nt e r s c hi e d e	 z wi s c h e n	 d e n	 b ei d e n	  B e h a n dl u n g s o pti o n e n.	

Gl ei c h z eiti g	 k o n nt e	 b e s o n d e r s	 i n	 d e r	 Z ellli ni e	  V M -C U B 1	 ei n	 st ä r k e r e r	  A n sti e g	 d e r	

Mi k r o n u k l ei	 n a c h	  B e h a n dl u n g	  mit	 2	 µ M	 1 9i	 d et e kti e rt	  w e r d e n;	 di e	  A n z a hl	 d e r	

Mit o s e n	  w a r	 i m	  V e r gl ei c h	 z u	 S A H A	 d e utli c h	 st ä r k e r	 r e d u zi e rt.	  A u c h	 b e z ü gli c h	 d e r	

Hi st o n a c et yli e r u n g	 v o n	 Hi st o n	 H 3	 u n d	 H 4	 s o wi e	 v e r s c hi e d e n e n	 E x p r e s si o n s m a r k e r n	

( p 2 1,	  T S,	  H D A C 4,	  H D A C 5)	  w a r e n	 di e	 Eff e kt e	 d u r c h	 2	 µ M	 1 9i	 st ä r k e r.	

Z ell m o r p h ol o gi s c h	 w a r	 hi n g e g e n	 k ei n	 U nt e r s c hi e d	 z wi s c h e n	 d e r	 B e h a n dl u n g	 mit	 1 9i	

u n d	 S A H A	 e r k e n n b a r.	 D u r c h	 di e	I n k u b ati o n	 mit	 b ei d e n	 S u b st a n z e n	 wi e s e n	 di e	 Z ell e n	
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j e w eil s	 ei n e n	 v e r g r ö ß e rt e n	 Z ell d u r c h m e s s e r	 a uf.	 E s	 w u r d e	 b e r eit s	 vi elf a c h	

b e s c h ri e b e n,	 d a s s	  H D A Ci s 	 g e n e r ell	  m o r p h ol o gi s c h e	 Z ell v e r ä n d e r u n g e n	 a u sl ö s e n 	

( B ol d e n	 et	 al.,	 2 0 0 6;	  N e w b ol d	 et	 al.,	 2 0 1 6) .	 S c h ei n b a r	 l ö s e n	 S A H A	 u n d	 1 9i	 ä h nli c h e	

z ell ul ä r e	 V e r ä n d e r u n g e n	 a u s,	 w el c h e	 di e	 m o r p h o l o gi s c h e n	 Ä n d e r u n g e n	 b e di n g e n.	

W i e	 o b e n	 di s k uti e rt	 ( v gl.	  A b s.	5. 1),	 i st	 d a v o n	 a u s z u g e h e n,	 d a s s	 d e r	 a nti p r olif e r ati v e	

Eff e kt	 v o n	 1 9i	 h a u pt s ä c hli c h	 ü b e r	 di e	 I n hi biti o n	 d e r	  Kl a s s e	 I	 E n z y m e	 st attfi n d et.	

St u di e n	 a u s	 d e m	 u r ol o gi s c h e n	 F o r s c h u n g sl a b o r	 z ei g e n,	 d a s s 	 g e r a d e	 di e	 s el e kti v e	

Kl a s s e	 I	 I n hi biti o n	 ei n e n	 si n n v oll e n	  A n s at z	 f ü r	 di e	  B e h a n dl u n g	 d e s	  U C	 bi et et	 ( M.	

Pi n k e r n eil,	 H off m a n n,	 D e e n e n,	 et	 al.,	 2 0 1 6) .	 B ei m	 V e r gl ei c h	 d e r	I C5 0 -W e rt e	 g e g e n ü b e r	

ei n z el n e n	 I s of o r m e n	 d e r	  Kl a s s e	 I	 i st	 all e r di n g s	 z u	 b e m e r k e n,	 d a s s	 di e	  mittl e r e n	

i n hi bit o ri s c h e n	  H e m m k o n z e nt r ati o n e n	 v o n	 1 9i	 g e g e n ü b e r	 S A H A	 st et s	 h ö h e r	 si n d	

(I C 5 0 -W e rt e	 v o n	 S A H A:	  H D A C 1:	 0, 0 6 0 7	 µ M,	  H D A C 2:	 0, 2 5 1	 µ M,	  H D A C 3:	 0, 0 1 8 6	 µ M	

( L a uff e r	 et	 al.,	 2 0 1 3) ;	 I C5 0 -W e rt e	 v o n	 1 9i:	  H D A C 1:	 0, 3 1 5	 µ M,	  H D A C 2:	 0, 4 0 2	 µ M,	

H D A C 3:	 0, 2 3 6	 µ M	 ( k o r ri gi e rt e	  D at e n	 1 9i)).	  Di e s	 b e d e ut et,	 d a s s	 di e	 i n hi bit o ri s c h e	

A kti vit ät	 g e g e n ü b e r	 ei n z el n e n	 I s of o r m e n	 d e r	  Kl a s s e	 I	  H D A C s	 ni c ht	 u n b e di n gt	

a u s s c hl a g g e b e n d	 f ü r	 di e	 st ä r k e r e	 P r olif e r ati o n s ei n s c h r ä n k u n g	 d u r c h	 1 9i	 i st.	 E h e r	

s c h ei nt	 di e	 K o m bi n ati o n	 m e h r e r e r	 a nti p r olif e r ati v e r	 M e c h a ni s m e n	 e nt s c h ei d e n d	 f ü r	

di e	 st ä r k e r e	 Wi r k s a m k eit	 v o n	 1 9i	i n	 U C C s	 z u	 s ei n. 	

M e h r e r e	 K o m p o n e nt e n	 d e r	 v e r ä n d e rt e n 	St r u kt u r	 d e s	 H y d r o x a m s ä u r e -I n hi bit o r s	 1 9i	

k ö n nt e n	 f ü r	 di e	 st ä r k e r e	 Wi r k w ei s e	 g e g e n ü b e r	 S A H A	 v e r a nt w o rtli c h	 s ei n.	 S o w o hl	 di e	

C A P -G r u p p e	 al s	 a u c h	 di e	 c o n n e cti n g	 u nit	 ( C U)	 u n d	 Li n k e r-R e gi o n	  w u r d e n	 v e r ä n d e rt	

u n d	  mit	 Zi n k -Bi n d u n g s -D o m ä n e n	 k o m bi ni e rt	 ( v gl. 	A b s.	 1. 4. 3).	  Di e s e	 V e r ä n d e r u n g e n	

h a b e n	 b e s o n d e r e n	 Ei nfl u s s	 a uf	 di e	 Zi n k -C h el ati o n 	 u n d	 d a mit	 a uf	 di e	 S u bt y p -	 b z w.	

Kl a s s e n -s p e zifi s c h e	 H D A C -I n hi biti o n	 ( M a r e k	 et	 al.,	 2 0 1 3).	 B e s o n d e r s	 di e	 C A P-R e gi o n	

i st	 f ü r	 di e	 u nt e r s c hi e dli c h e	 S el e kti vit ät	 d e r	 I n hi bit o r e n	 v e r ant w o rtli c h	 ( E sti u	 et	 al.,	

2 0 0 8) .		

S c hl u s s e n dli c h	 k ö n nt e	 d e r	 I n hi bit o r	 al s	 alt e r n ati v e	 S u b st a n z	 z u	 S A H A	 ei n g e s et zt	

w e r d e n,	 d a	 si c h	 d a s	  Wi r k s p e kt r u m	 ü b e r s c h n ei d et	 u n d	 di e	 S u b st a n z	 s o g a r	 i m	

g e ri n g e r e n	  K o n z e nt r ati o n s b e r ei c h	 ei n e	 st ä r k e r e	  Wi r k u n g	 z ei gt.	  B ei	 ä h nli c h e m	

Wi r k s p e kt r u m	 k ö n nt e	 di e	 t h e r a p e uti s c h e	  Wi r k u n g	 z u	 d e r	 v o n	 S A H A	

k o r r e s p o n di e r e n.	 Di e	 st ä r k e r e n,	 z ell ul ä r e n	 Eff e kt e	 k ö n nt e n	j e d o c h	 a u c h	 ei n e	 e r h ö ht e	

T o xi zit ät	 b e di n g e n;	 di e s e	 F r a g e	  m ü s st e	 ü b e r	 i n	 vi v o	St u di e n	 g e kl ä rt	  w e r d e n,	 d a	 b i s	

h e ut e	 w e ni g	 ü b e r	 di e	 Wi r k u n g	 v o n	 1 9i	 i n	 vi v o	b e k a n nt	i st.	 	
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5. 4  A u s wir k u n g e n	 ei n er	 H D A C 4	 Ü b er e x pr e s si o n	 a uf	 U C C s 	

D a	 u r s p r ü n gli c h	 a n g e n o m m e n	  w u r d e,	 d a s s	 1 9i	 v o r	 a ll e m	 ü b e r	 I n hi biti o n	 v o n	

Kl a s s e 	II a	  H D A C s	  wi r kt,	  w u r d e n	 a u c h	 v e r s c hi e d e ne	 E x p e ri m e nt e	  mit	 st a bil	

t r a n s d uzi e rt e n,	  H D A C 4	 ü b e r e x p ri mi e r e n d e n	  V M -C U B 1	 u n d	  U M -U C -3	 Z ell e n	

v o r g e n o m m e n.	  Di e	 Z ellli ni e n	 r e a gi e rt e n	 a uf	 1 9i	 i n s g e s a mt	 ä h nli c h	  wi e	 di e	

A u s g a n g s z ellli ni e n.	 Di e	 E r g e b ni s s e	 d a z u	 si n d	i m	 A n h a n g	 z u	fi n d e n.	 	

V o n	 I nt e r e s s e	  w a r	 d a r ü b e r hi n a u s 	a u c h	 d e r	 Ei nfl u s s	 d e r	  H D A C 4	  Ü b e r e x p r e s si o n	 al s	

s ol c h e r	 a uf	 di e	 Z ell e n.	  M o r p h ol o gi s c h	  w u r d e	 k ei n	  U nt e r s c hi e d	 z u	 d e n	

A u s g a n g s z ellli ni e n	 g e s e h e n,	 all e r di n g s	  w u c h s e n	 b e s o n d e r s	 di e	  V M -C U B 1	 Z ell e n	  mit	

H D A C 4 -Ü b e r e x p r e s si o n	 l a n g s a m e r	 u n d	 bil d et e n	  w e ni g e r	  K ol o ni e n	 i m	  V e r gl ei c h	 z u	

d e n	  M ut t e r z ellli ni e n	 s o wi e	 d e n	  Ko nt r oll z ell e n	  mit	 st a bil	 t r a n s d u zi e rt e m	 L e e r v e kt o r.	

B e s o n d e r s	 off e n si c htli c h	 w a r	 di e s e r	 U nt e r s c hi e d	 b ei m	 r e g el m ä ßi g e n	 P a s s a gi e r e n	 d e r	

Z ell e n;	 o b w o hl	 di e	 gl ei c h e	  A n z a hl	 a n	 Z ell e n	 a u s g e s ät	  w u r d e,	  w a r e n 	 di e	  H D A C 4	

ü b e r e x p ri mi e r e n d e n	 Z e ll e n	 a m	 n ä c h st e n	  T ag	 k ol o ni e ä r m e r .	  Di e s	 k ö n nt e	 a uf	 ei n e	

A n p a s s u n g s st ö r u n g	 n a c h	 d e r	  A u s s a at	 d e ut e n	 o d e r	 ei n e	 v e r mi n d e rt e	

P r olif e r ati o n sf ä hi g k eit	  wi d e r s pi e g el n.	  T at s ä c hli c h	  w u r d e	 i n	 v e r s c hi e d e n e n	  A r b eit e n	

ei n e	 F u n kti o n	 v o n	 H D A C 4	i m	 Z u s a m m e n h a n g	 mit	 d e m	 z ell u l ä r e n	 W a c h st u m	 u n d	 ei n	

Ei nfl u s s	 v o n	 v e r ä n d e rt e r	 H D A C 4	 E x p r e s si o n	 a uf	 di e	 P r olif e r ati o n	 b e o b a c ht et 	( s. u.).	 Z u	

ei n e m	 n e g ati v e n	 Ei nfl u s s	 v o n	  H D A C 4	  w ü r d e	 a u c h	 di e	 v o n	  Ni e gi s c h	 et	 al.	 ( 2 0 1 3)	

b e s c h ri e b e n e	 H e r u nt e r r e g ul ati o n	 v o n	 Kl a s s e	II a	 H D A C s	i n	 U C C s	 p a s s e n. 	

In	 d e r	 Lit e r at u r	 si n d	 f ü r	  H D A C 4	 v e r s c hi e d e n e	  T u m o r -M o d ell e	  mit 	s o w o hl	 p r o -	 al s	

a u c h	 a nti -p r olif e r ati v e n 	Eff e kt e n 	b e s c h ri e b e n.	 Di e	 U r s a c h e	f ü r	 di e s e	 g e g e n s ät zli c h e n	

F u n kti o n e n	 k ö n nt e	 i n	 p o stt r a n sl ati o n al e n	  M o difi k ati o n e n	 o d e r	 d e n	 v e r s c hi e d e n e n	

M ulti p r ot ei n k o m pl e x e n	 li e g e n,	  w el c h e	 di e	 F u n kti o n	 v o n	  H D A C 4	 b e ei nfl u s s e n	

( Cl o c c hi atti	 et	 al.,	 2 0 1 1).	 Wi e	 o b e n	 e r w ä h nt,	 k a n n	 H D A C 4	 al s	 S u b st r at	 v o n	 C a s p a s e n	

di e	 A p o pt o s e	 v e r st ä r k e n	 ( Z.	 M.	 Li	 et	 al.,	 2 0 1 4).	 Di e	 Ü b e r e x p r e s si o n	 k ö n nt e	 d a h e r	 z u	

ei n e r	 g e st ei g e rt e n	  A p o pt o s e	 u n d	 ei n e r	 d a r a u s	 f ol g e n d e n	 v e r mi n d e rt e n	 Z ell z a hl	

f ü h r e n.	  A n d e r e	  A ut o r e n	 v e r m ut et e n,	 d a s s	  H D AC 4	 ü b e r	 di e	  A s s o zi ati o n	  mit	

T r a n s k ri pti o n sf a k t o r e n	  wi e	  M E F 2	 u n d	  w eit e r e n	  K o-R e p r e s s o r e n	 a n	 d e r	 Stilll e g u n g	

v o n	 G e n e n ,	 w el c h e	f ü r	 d a s	 z ell ul ä r e	 Ü b e rl e b e n	 v o n	 B e d e ut u n g	 si n d,	 b et eili gt	i st.	 Di e s	

w ü r d e	 di e	 p r o a p o pt oti s c h e	 A kti vit ät	 e r kl ä r e n	 ( P a r o ni	 et	 al.,	 2 00 7).	 	

F ü r	  N e u r o bl a st o m z ell e n	 ( H T 2 2)	 u n d	 h u m a n e	 e m b r y o n al e	  Ni e r e n z ell e n	 ( H E K 2 9 3 T)	

w u r d e	 d e m g e g e n ü b e r	 g e z ei gt,	 d a s s	  H D A C 4	 di e	  A kti vit ät	 d e r	 C y cli n -a b h ä n gi g e n	
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Ki n a s e	 1	 ( C D K 1 )	 u n d	 di e	 Z ell z y kl u s -P r o g r e s si o n	 h e m mt.	 I n	  H E K 2 9 3 T	 Z ell e n	  mit	

H D A C 4	  Ü b e r e x p r e s si o n	  w u r d e	 ei n	 v e rl a n g s a mt e s	  W a c h st u m	 n a c h g e wi e s e n.	  D e n	

A ut o r e n	 z uf ol g e	 i st	 di e s	 e h e r	 d u r c h	 ei n e	 I n hi biti o n	 d e r	 Z ell z y kl u s -P r o g r e s si o n	 al s	

d u r c h	 ei n e n	 e r h ö ht e n	 Z ellt o d	 b e di n gt.	 Ei n	 si R N A -v e r mitt elt e r	  K n o c k d o w n	 v o n	

H D A C 4	 f ü h rt e	 wi e d e r u m	 z u	 ei n e r	 e r h ö ht e n	 Z ell z y kl u s p r o g r e s si o n	 ( M aj d z a d e h	 et	 al.,	

2 0 0 8) .	I n	 an d e r e n	 St u di e n	 k o n nt e	 g e z ei gt	 w e r d e n,	 d a s s	 H D A C 4	 a n	 d e r	 R e p r e s si o n	 d e r	

P r o m ot o r e n	 v o n	 Z ell z y kl u s -R e g ul at o r e n	 b et eili gt	i st.	 N a c h	 D N A -S c h ä di g u n g	 k o m mt	 e s	

z u	 ei n e r	 p 5 3 -	u n d	 N F -Y 	-a b h ä n gi g e n	 A s s o zi ati o n	 mit	 P r o m ot o r e n	 u n d	 R e p r e s si o n	 v o n	

G e n e n	 d e r	 G 2 / M -P h a s e	 ( B a sil e	 et	 al.,	 2 0 0 6).	I n s g e s a mt	 d e ut e n	 di e s e	 A s p e kte	 d a r a uf	

hi n,	 d a s s	 h o h e	  H D A C 4 -A kti vit ät	 f ü r	  T u m o r z ell e n	 k o nt r a p r o d u kti v	 s ei n	 k a n n.	  Di e	

H e r u nt e r r e g ul ati o n	 w ü r d e	 d a mit	 z u r	 b e s s e r e n	 P r olif e r ati o n sf ä hi g k eit	 b eit r a g e n. 	

A n d e r e r s eit s	  wi r d	  H D A C 4	 a u c h	  mit	 p r o p r olif e r ati v e n	 P r o z e s s e n	 i n	 Z u s a m m e n h a n g	

g e b r a c ht.	  B ei s pi el w ei s e	  w u r d e	 b e ri c ht et,	 d a s s	 ei n e	  H D A C 4	  Ü b e r e x p r e s si o n	  mit	 d e m	

S c h w e r e g r a d	 s o wi e	 d e m	 v e r st ä r kt e n	 A uft r et e n	 v o n	 H a r n bl a s e n k a r zi n o m e n	 k o r r eli e rt	

( X u	 et	 al.,	 2 0 1 1).	 Di e s e	 A r b eit	 st e ht	j e d o c h	i m	 Wi d e r s p r u c h	 z u	 d e n	 E r g e b ni s s e n	 vo n	

Ni e gi s c h	 et	 al.	 2 0 1 3 .	I m	 gl ei c h e n	 Si n n e	  w a r	 ei n e	  Ü b e r e x p r e s si o n	 v o n	  H D A C 4	  m R N A	

u n d	 P r ot ei n	 i n	  O e s o p h a g u s k a r zi n o m -Z ell e n	  mit	 ei n e m	 e r h ö ht e n	  T u m o r g r a d,	 ei n e m	

f o rt g e s c h ritt e n e n	 kli ni s c h e n	 St a di u m	 u n d	 ei n e m	 s c hl e c ht e r e n	  O ut c o m e	 a s s o zii e rt	

( Z e n g	 et	 al.,	 2 0 1 6) .	

I nt e r e s s a nt e r w ei s e	 k o n nt e	 i n	  H D A C 4	 ü b e r e x p ri mi e r e n d e n	  V M-C U B 1	 Z ell e n	

gl ei c h z eiti g	 ei n e	 e r h ö ht e	  T h y mi d yl at -S y nt h a s e	 E x p r e s si o n	 f e st g e st ellt	  w e r d e n.	  Di e s	

k ö n nt e	 al s	 r e a kti v e r	  M e c h a ni s m u s	 d e r	 Z ellli ni e	 a uf	 ei n	 v e r mi n d e rt e s	  W a c h st u m	

s o wi e	 D N A -S c h ä d e n	 g e d e ut et	 w e r d e n,	 d a	 d a s	 E n z y m	 u. a.	 b ei	 d e r	 R e pli k ati o n	 u n d	 d e r	

D N A -R e p a r at u r	 b et eili gt	i st	 ( C h o n	 et	 al.,	 2 0 1 7) .	 Di e s e r	 A s p e kt	 s ollt e	j e d o c h	 e b e nf all s	

mit	  V o r si c ht	 g e d e ut et	  w e r d e n,	 d a	 di e s e r	 Eff e kt	 a u s s c hli e ßli c h	 i n	 d e r	 Z ellli ni e	  V M -

C U B 1	 n a c h g e wi e s e n	  w e r d e n	 k o n nt e.	  W eit e r hi n	 k o n nt e	 i n	 di e s e r	 Z ellli ni e	 ei n e	

si g nifi k a nt e	  H o c h r e g ul ati o n	 v o n	  H D A C 7	  m R N A	 b e o b a c ht et	  w e r d e n.	  All e r di n g s	

s pi e g elt e	 si c h	 di e s e s	 E r g e b ni s	  wi e d e r u m	 ni c ht	 i n	 d e r	 Z ellli ni e	  U M -U C -3	  wi d e r.	  Di e	

U nt e r s c hi e d e	 z wi s c h e n	 d e n	 b ei d e n	 Z ellli ni e n	 d e ut e n	 d a r a uf hi n,	 d a s s	 di e	 A u s wi r k u n g	

d e r	  H D A C 4	  Ü b e r e x p r e s si o n	 z ellli ni e n s p e zifi s c h	 s ei n	 k ö n nt e.	 Si c htli c h	  m ü s st e	 ei n e	

g r ö ß e r e	 A n z a hl	 v o n	 Z ellli ni e n	 u nt e r s u c ht	 w e r d e n. 	

U m	 ei n d e uti g e	  A u s s a g e n	 ü b e r	 di e	 F u n kti o n	 v o n	  H D A C 4	 i n	  U C C s	 t r eff e n	 z u	 k ö n n e n,	

m ü s st e n	 di e	 d u r c h g ef ü h rt e n	 Ü b e r e x p r e s si o n s e x p e ri m e nt e	 d u r c h	 si R N A -K n o c k d o w n -	

o d e r	 C RI S P R / C a s -K n o c k o ut -V e r s u c h e	 e r g ä n zt	 w e r d e n.	 D a	 d e r	 Ei n s at z	 d e s	 I n hi bit o r s	
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1 9i	 k ei n e	 S c hl u s sf ol g e r u n g	 ü b e r	 di e	  m ol e k ul a r e n	 Eff e kt e	 ei n e r	 s el e kti v e n	  Kl a s s e	 II a	

I n hi biti o n	 z ul ä s st,	  m ü s st e n	 s p e zifi s c h e r e	  Kl a s s e	 II a	 I n hi bit o r e n	 a n	  U C C s	 g et e st et	

w e r d e n,	 a u c h	 i m	  A u s bl i c k	 a uf	 n e u e	  T h e r a pi e o pti o n e n	 f ü r	 di e	  B e h a n dl u n g	 d e s	  U C.	

Hi e r z u	 si n d	 s eit	 k u r z e m	  w eit e r e	 S u b st a n z e n	 v e rf ü g b a r	 ( L o b e r a	 et	 al.	 2 0 1 3).	  N a c h	

d e r z eiti g e m	 St a n d	 b e st e ht	 j e d o c h	 di e	  V e r m ut u n g,	 d a s s	 ei n e	  w eit e r e	 I n hi biti o n	 v o n	

H D A C 4	 u n d	 d a mit	 a u c h	 d e r	 Kl a s s e	II a	 ni c ht	 si n n v oll	f ü r	 di e	 B e h a n dl u n g	 d e s	 U C	i st.	 		

5. 5  F a zit	 – 	S el e kti v e	 H D A C -I n hi bit or e n	u n d	 d er e n	 P ot e nti al	i n	 d er	 T h er a pi e	 d e s	
U C 	

O b w o hl	 d a s	 U C	 al s	 c h e m o s e n siti v	 gilt,	i st	 di e	 a uf	 Ci s pl ati n -K o m bi n ati o n e n	 b a si e r e n d e	

E r stli ni e n -T h e r a pi e	 d e s	  m u s k eli n v a si v e n	 u n d	  m et a st a si e rt e n	  U C	 n u r	 b e g r e n zt	

eff e kti v.	  Di e	  K o m bi n ati o n	  m e h r e r e r	 C h e m ot h e r a p e uti k a	 e r zi elt	 z w a r	 ei n e	 b e s s e r e	

A n s p r e c h r at e,	 e r h ö ht	 j e d o c h	 di e	  T o xi zit ät	 u n d	 g e ht	 ni c ht	 u n b e di n gt	  mit	 ei n e m	

b e s s e r e n	  O ut c o m e	 ei n h e r	 ( Oi n g	 et	 al.,	 2 0 1 6) .	  D a h e r	 h a b e n	  H D A Ci s	 i n	 d e n	 l et zt e n	

J a h r e n	 z u n e h m e n d	 a n	 B e d e ut un g	 g e w o n n e n.	 All e r di n g s	 i st	 a u c h	f ü r	 P a n-H D A Ci s 	ei n e	

Vi el z a hl	 a n	 N e b e n wi r k u n g e n	 b e k a n nt,	 w el c h e	 ei n	 g r o ß e s	 P r o bl e m	i n	 d e r	 B e h a n dl u n g	

m ali g n e r	 E r k r a n k u n g e n	 d a r st ell e n .		

D a h e r	 st e ht	 z u r	 Di s k u s si o n,	 o b	 s el e kti v e	 H D A Ci s 	ei n	 g ü n sti g e r e s	 N e b e n wi r k u n g s p r of il	

a uf w ei s e n	 al s	 P a n -H D A Ci s 	 u n d	 d e s h al b	 i m	 kli ni s c h e n	  Allt a g	 ei n	 h ö h e r e s	 P ot e nti al	

a uf w ei s e n.	  Di e	  D at e nl a g e	 d a z u	 i st	 s e h r	 h et e r o g e n.	 L a ut	 ei ni g e r	  A ut o r e n	 s c h ei nt	 di e	

T o xi zit ät	 d e r	 I n hi bit o r e n	 ni c ht	  Kl a s s e n -s p e zifi s c h	 z u	 s ei n	 ( H r a b et a	 et	 al.,	 2 0 1 4).	  Di e	

bi s h e r	 i n	 St u di e n	 g et e st et e n	 s el e kti v e n	  H D A Ci s 	e r g a b e n	 k ei n	 b e s s e r e s	  O ut c o m e 	i m	

V e r gl ei c h	 z u	 P a n -H D A Ci s 	( B al a s u b r a m a ni a n	 et	 al.,	 2 0 0 9;	 K h a n	 et	 al.,	 2 0 0 8;	 L.	 Z h a n g	 et	

al.,	 2 0 1 5) .	  Di e s es	 F a zit 	b e zi e ht	 si c h	 all e r di n g s	 a uf	 I n hi bit o r e n,	 di e	 ni c ht	 s el e kti v	 f ü r	

ei n e	 H D A C -I s of o r m	 si n d,	 s o n d e r n	i n	 u nt e r s c hi e dli c h e m	 M a ß e	 di e	 H D A C-I s of o r m e n	 1,	

2	 u n d	 3	 h e m m e n	 ( L.	 Z h a n g	 et	 al.,	 2 0 1 5).	 E s	 wi r d	 v e r m ut et,	 d a s s	 di e	I n hi bit o r e n	 ni c ht	

s el e kti v	 g e n u g	 si n d ,	 u m	 ei n e	  R e d u kti o n	 d e r	  N e b e n wi r k u n g e n	 z u	 e r r ei c h e n	

( B al a s u b r a m a ni a n	 et	 al.,	 2 0 0 9;	 X.	 Li	 et	 al.,	 2 0 1 4) .	A n d e r e	 St u di e n	 b e ri c ht e n	 wi e d e r u m	

v o n	 ei n e r	 B e s s e r u n g	 d e s	 N e b e n wi r k u n g s p r ofil s.	 I n	 P h a s e	II	 St u di e n	 mit	 d e m	I n hi bit o r	

M o c eti n o st at	 ( Kl a s s e	 I	 u n d	 I V	  H D A C-I n hi bit o r)	 k o n nt e	 k ei n e,	 b ei	 P a n -I n hi bit o r e n	

s o n st	  D o si s -li miti e r e n d e	  V e rl ä n g e r u n g	 d e r	  QT -Z eit ,	 n a c h g e wi e s e n 	 w e r d e n .	  A u c h	

h ä m at ol o gi s c h e	 V e r ä n d e r u n g e n	 w a r e n	 g e ri n g e r	 ( B o u m b e r	 et	 al.,	 2 0 1 1;	 O n o n y e	 et	 al.,	

2 0 1 2) .	B ei	 d e r	  U nt e r s u c h u n g 	ei n e s	 s p e zifi s c h e n	  H D A C 1 / 3	 I n hi bit o r s 	a n	  M ä u s e n	 i n	

vi v o 	w u r d e	 w e d e r	 ei n	 si g nifi k a nt e r	  G e wi c ht s v e rl u st	 n o c h	 L e b e r -	o d e r	  Mil zt o xi zit ä t	
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f e st g e st ellt	 ( X.	 Li	 et	 al.,	 2 0 1 4).	  A uf	  G r u n d	 d e r	 b e g r e n zt e n	  A n z a hl	 kli ni s c h e r	 St u di e n	

mit	 s el e kti v e n	 I n hi bit o r e n	 i st	 ei n e	 ei n d e uti g e	  A u s s a g e	 b e z ü gli c h	 d e s	 g ü n sti g e r e n	

N e b e n wi r k u n g s p r ofil s	j e d o c h	 n o c h	 ni c ht	 m ö gli c h.	 	

B ei	 d e m	 Zi el,	 di e	  T h e r a pi e	 v o n	  m ali g n e n	  T u m o r e n	 eff e kti v e r	 z u	 g e st alt e n,	 i st	 z u	

b e d e n k e n,	 d a s s	 t u m o r a b h ä n gi g	 u nt e r s c hi e dli c h e	  H D A C -I s of o r m e n	 a n	 d e r	

T u m o r p r o g r e s si o n	 b et eili gt	 si n d	 ( B e n e d etti	 et	 al.,	 2 0 1 5;	  H.	 Z h a n g	 et	 al.,	 2 0 1 6) .	

Z u s ät zli c h	 l ei st e n	 b e sti m mt e	  H D A C -I s of o r m e n	 a nt a g o ni sti s c h e	  B eit r ä g e	 i n	

u nt e r s c hi e dli c h e n	  T u m o r m o d ell e n	 ( Cl o c c hi atti	 et	 al.,	 2 0 1 1) .	 I n	  N e ur o bl a st o m z ell e n	

f ü h rt	 ei n	  K n o c k o ut	 v o n	  H D A C 2	 z u	  A p o pt o s e,	 ei n	  K n o c k o ut	 v o n	  H D A C 8	 hi n g e g e n	 z u	

z ell ul ä r e r	  Diff e r e n zi e r u n g	 ( D el c u v e	 et	 al.,	 2 0 1 3) .	 E s	 b e st e ht	 d a h e r	 di e	  M ö gli c h k eit,	

d a s s	 di e	 I n hi biti o n	 ei n e r	 b e sti m mt e n	  H D A C -I s of o r m	 v o rt eil h aft e	 e pi g e n eti s c h e	

V e r ä n d e r u n g e n	 f ü r	 di e	  B e h a n dl u n g	 ei n e r	  m ali g n e n	 E r k r a n k u n g	 e r zi el e n	 k a n n,	

w ä h r e n d	 di e	 I n hi biti o n	 ei n e r	  w eit e r e n	 I s of o r m	 d e n	 g e g e nt eili g e n	 Eff e kt	 v e r u r s a c ht	

( K.	 V.	 B utl e r	 et	 al.,	 2 0 0 8) .	I n	 d e r	 Lit e r at u r	 wi r d	 s o mit	 di e	g ä n gi g e	 T h e o ri e	 v e rt r et e n,	

d a s s	j e	 n a c h	 T u m o r a rt	 e i n e r s eit s	 s el e kti v e	I n hi bito r e n, 	a n d e r e r s eit s	 P a n -I n hi bit o r e n,	

w el c h e	  m e h r e r e	  H D A C -I s of o r m e n	 h e m m e n,	 ei n e n	  V o rt eil	  mit	 si c h	 b ri n g e n	 k ö n n e n.	

Di e	 T h e r a pi e	 s ollt e	 s o mit	t u m o r a b h ä n gi g	 e rf ol g e n	 ( L.	 Z h a n g	 et	al.,	 2 0 1 5) .		

B ei s pi el s w ei s e	 e r b r a c ht e n	 I s of o r m -s el e kti v e	 I n hi bit o r e n	 g e g e n	  H D A C 6	 b z w.	  H D A C 8	

vi el v e r s p r e c h e n d e	 E r g e b ni s s e	 i n	 d e r	  B e h a n dl u n g	 b e sti m mt e r	  T u m o r -E ntit ät e n	

( B al a s u b r a m a ni a n	 et	 al.,	 2 0 0 9) .	 Ei n e	 s pe zifi s c h e	  H D A C 6 -I n hi biti o n	  mitt el s	  T u b a ci n,	

ei n e m	 s el e kti v e n	  H D A C 6	 I n hi bit o r,	 h e m mt e	 si g nifi k a nt	 d a s	 Z ell w a c h st u m	 v o n	

M ulti pl e -M y el o m -Z ellli ni e n,	  w el c h e	 st a r k	  H D A C 6	 e x p ri mi e r e n.	 I n	  N e u r o bl a st o m -

Z ellli ni e n ,	  w el c h e	 ei n e	  H D A C 8	  Ü b e r e x p r e s si o n	 a uf wi e s e n,	 w u r d e	 d u r c h	 ei n e n	

s el e kti v e n	 H D A C 8	I n hi bit o r	 ei n e	I n hi biti o n	 d e s	 W a c h st u m s	 s o wi e	 ei n e	I n d u kti o n	 d e r	

Diff e r e n zi e r u n g	 e r r ei c ht.	  Di e	  H D A C 8	  Ü b e r e x p r e s si o n	 k o r r eli e rt e	 mit	 d e m	

F o rt s c h r eit e n	 d e r	 E r k r a n k u n g	 u n d	 d e r	  M et a st a si e r u n g.	 I n	 b ei d e n	 St u di e n	  w u r d e n	

n o r m al e	  K o nt r oll -Z ellli ni e n	 ni c ht	 i m	  W a c h st u m	 b e ei nfl u s st.	 I n s g e s a mt	  w u r d e	

g e s c hl u s sf ol g e rt,	 d a s s	 di e	  A kti vit ät	 d e r	 s el e kti v e n	 I n hi bit o r e n	  T u m o r -E ntit ät e n	

s p e zifi s c h	i st.	 S o b al d	 di e	 P at h o g e n e s e	 ei n e s	 T u m o r s	 mit	 ei n e r	 a b w ei c h e n d e n	 H D A C -

E x p r e s si o n	 g e k o p p elt	 i st,	 k ö n nt e	 d i e s e s	 Zi el m ol e k ül	 al s	 t h e r a p e uti s c h e r	

A n g riff s p u n kt	 g e n ut zt	 w e r d e n 	( B al a s u b r a m a ni a n	 et	 al.,	 2 0 0 9;	 O e h m e	 et	 al.,	 2 0 0 9) .		

	

Wi e	 di e s e	 A r b eit	ill u st ri e rt,	i st	 di e	 F u n k ti o n	 u n d	 B et eili g u n g	 d e r	 Kl a s s e	II a	 H D A C s	 a n	

d e r	  T u m o r e nt wi c kl u n g	 i n s g e s a mt	 u n d	 s p e zi ell	 i n	  U r ot h el k a r zi n o m e n	 n o c h	
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u n z u r ei c h e n d	 g e kl ä rt.	 B e z ü gli c h	 d e r	 Ei n s c h r ä n k u n g	 d e s	 T u m o r w a c h st u m s	 st ellt	 si c h	

di e	 F r a g e,	 o b	 ei n e	 I n hi biti o n	 ü b e r h a u pt	 si n n v oll	i st,	 w e n n	 d i e	 Kl a s s e	 II a	 k a u m	 di r e kt	

i n	 di e	 P r olif e r ati o n s k o nt r oll e	 i n v ol vi e rt	 i st,	 a u c h	  w e n n	 di e s	 i n di r e kt	 ü b e r	 di e	

I nt e r a kti o n	  mit	  Kl a s s e	 I	 E n z y m e n	 g e s c h e h e n	 k ö n nt e.	 E s	 i st	 b e k a n nt,	 d a s s	  H D A C 4	 i n	

di e	 T r a n s k ri pti o n s r e g ul ati o n	i n v ol vi e rt	i st,	i n d e m	 e s	 mit	 H D A C 3	i nt e r a gi e rt	 ( W u	 et	 al.,	

2 0 1 6) .	  H D A C 4	 bil d et	 d a b ei	 ei n e n	  R e p r e s s o r-K o m pl e x	  mit	  H D A C 3	 u n d	 S M R T -N C o R	

u n d	 i st	 v e r a nt w o rtli c h	 f ü r	 d e s s e n	  D e a c et yl a s e -A kti vit ät	 ( W a n g	 et	 al.,	 2 0 1 4).	  Di e s e r	

K o m pl e x	 r e g uli e rt	 ei n	 w eit e s	 S p e kt r u m	 z ell ul ä r e r	 P r o z e s s e,	 d a r u nt e r	 Diff e r e n zi e r u n g	

u n d	 P r olif e r ati o n	 ( K a r a gi a n ni	 et	 al.,	 2 0 0 7) .	 Die	 bi o c h e mi s c h e	 A kti vit ät	 v o n 	Kl a s s e	II a -

E n z y m e n	 k ö n nt e	 d a h e r 	ü b e r	 di e	 R e k r uti e r u n g	 v o n	 Kl a s s e	 I	 E n z y m e n	 st attfi n d e n	 ( Di	

Gi o r gi o	 et	 al.,	 2 0 1 5) .	  W e n n	  H D A C 4	 ü b e r	 di e s e n	  M e c h a ni s m u s	 ei n e n	  w e s e ntli c h e n	

Ei nfl u s s	 a uf	 di e	 P r olif e r ati o n s k o nt r oll e	 h ätt e,	  w ä r e	 d e r	 Ei n s at z	 s el e kti v e r	  Kl a s s e	 II a	

I n hi bit o r e n	 z u r	 T u m o rt h e r a pi e	t h e o r eti s c h	 z u	 r e c htf e rti g e n.		

G e r a d e	 i m	  U C	 t r a g e n	 e pi g e n eti s c h e	  V e r ä n d e r u n g e n	 z u r	  T u m o r g e n e s e	 b ei	 ( S c h ul z	 et	

al.,	 2 0 1 5) .	 Ei n e	 g e zi elt e	  B e ha n dl u n g	  mitt el s	 s el e kti v e r	  H D A Ci s 	 w ä r e	 v o n	 d a h e r	

vi el v e r s p r e c h e n d	 u n d	 i st	 v o n	 d e r	  A r b eit s g r u p p e	 i m	 hi e si g e n	 F o r s c h u n g sl a b o r	 d e r	

Kli ni k	 f ü r	 U r ol o gi e	i n	 m e h r e r e n	 A r b eit e n	 u nt e r s u c ht	 w o r d e n 	( L e h m a n n	 et	 al.,	 2 0 1 4;	

M.	 Pi n k e r n eil,	  H off m a n n,	  K o hl h of,	 et	 al.,	 2 0 1 6;	  R o si k	 et	 al.,	 2 0 1 4) .	  Hi n si c htli c h	 ei n e r	

s el e kti v e n	  Kl a s s e	 II a	 I n hi biti o n	 i n	  U C C s 	 k a n n	 j e d o c h	 w e d e r	 a u s	 d e n	  A r b eit e n	 d e r	

A r b eit s g r u p p e	 n o c h	 a n h a n d	 d e r	 w eit e r e n	 a kt u ell e n	 Lit e r at u r 	ei n e	 A u s s a g e	 g et r off e n	

w e r d e n. 	N a c h	 bi s h e ri g e n	  D at e n	 f ü r	  Kl a s s e	 II a	  H D A C s	( Ni e gi s c h	 et	 al.,	 2 0 1 3) 	k ö n nt e	

d e r	  A n s at z,	 d a s s	 e i n e	 s el e kti v e	 I n hi biti o n	 d a n n	 si n n v oll	 z u	 s ei n	 s c h ei nt ,	  w e n n	

a b w ei c h e n d e	 E x p r e s si o n s s pi e g el	 v e r s c hi e d e n e r	 I s of o r m e n	 a n	 d e r	 T u m o r p r o g r e s si o n	

b et eili gt 	si n d ,	 i n	U C C s 	z ut r eff e n.	 Di e	  D at e nl a g e	 b e z ü gli c h	 d e r	 E x p r e s si o n	 i st	 j e d o c h	

s e h r	 h et e r o g e n.	I n	 V o r a r b eit e n	 v o n	 Ni e gi s c h	 et	 al.	 k o n nt e	 ei n e	 H e r u nt e r r e g ul ati o n	 d e r	

Kl a s s e	 II a	 i n	 ei n e m	  G r o ßt eil	 d e r	  U C C s 	 e r mitt elt	  w e r d e n.	  A n d e r e	  A r b eit e n	 e r g a b e n	

hi n g e g e n	 ei n e	 e r h ö ht e	  R at e	  H D A C 4 -p o siti v e r	  G e w e b e p r o b e n	 i m	  V e r gl ei c h	 z u	

n o r m al e m	  Bl a s e n g e w e b e	 s o wi e	 ei n e	 e r h ö ht e	  H D A C 4	 P r ot ei n e x p r e s si o n	 i n	 ei n e m	

G r o ßt eil	 d e r	 v e r w e n d et e n	  U C C s	 ( W a n g	 et	 al.,	 2 0 1 4;	 X u	 et	 al.,	 2 0 1 1) .	  A uf	  G r u n d	 d e r	

u nt e r s c hi e dli c h e n	 E r g e b ni s s e	i st	 ei n e	 ei n d e uti g e	 S c hl u s sf ol g e r u n g	 ni c ht	 m ö gli c h.	 	

Ei n	 w eit e r e s	 P r o bl e m 	z u r 	B e a nt w o rt u n g	 d e r 	F r a g e	 st ellt	 d e r 	M a n g el	 a n	 p ot e nt e n	 u n d	

s p e zifi s c h e n	  Kl a s s e 	II a	I n hi bit o r e n	d a r .	 Ei n	 g ut e s	  B ei s pi el	 f ü r	 di e	 S c h wi e ri g k eit e n	 i n	

di e s e m	 Z u s a m m e n h a n g	 bi et et	 di e s e	 A r b eit.	 Bi s	 h e ut e	li e g e n	 n u r	 w e ni g e	 p r ä kli ni s c h e	

U nt e r s u c h u n g e n	 o d e r	 g a r	 kli ni s c h e	 St u di e n	 z u	 s p e zifi s c h e n	 Kl a s s e	II a	I n hi bit o r e n	 v o r,	
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s o d a s s	 i h r	 P ot e nti al	 al s 	g e zi elt e	  M e di k a m e nt e	 i n	 d e r	  T u m o rt h e r a pi e	 u n kl a r	 i st.	 Ei n	

G r u n d	li e gt	 d a ri n,	 d a s s	 di e	 k at al yti s c h e	 D o m ä n e	 di e s e r	 P r ot ei n e	 ä h nli c h	 z u	 d e n e n	 d e r	

Kl a s s e	I	i st,	 w el c h e s	 ei n e	 s el e kti v e	I n hi biti o n	 s c h wi e ri g	 m a c ht.	 A u c h	i st	 e s	 m et h o di s c h	

s c h wi e ri g,	 di e	  Kl a s s e	 II a	 I n hi biti o n	 z u	  m e s s e n,	 d a	 di e	 e n z y m ati s c h e	  A kti vit ät	 s e h r	

ni e d ri g	 i st,	  w e n n	 r e k o m bi n a nt e	 P r ot ei n e	 g e n ut zt	  w e r d e n.	  Di e	 P ot e n z	 d e r	 S u b st a n z	

s ollt e	 ü b e r	 ei n	 s p e zifi s c h e s	 S u b st r at	 ( T rifl u o r o a c et yl -L y si n)	 g e m e s s e n	  w e r d e n,	

w ä h r e n d	 di e	i n hi bit o ri s c h e	 A kti vit ät	 g e g e n	 a n d e r e	 H D A C s	 d u r c h	 kl a s si s c h e	 S u b st r at e	

wi e	 a c et yli e rt e	 L y si n e	 e r mitt elt	  w e r d e n	 k a n n	 ( Di	  Gi o r gi o	 et	 al.,	 2 0 1 5) .	 Ei n	 a n d e r e r	

A n s at z	  w u r d e	 i n	 d e r	 P u bli k ati o n	 v o n	 L o b e r a	 et	 al.	 b e s c h ri e b e n.	  Di e	  A ut o r e n	

e nt wi c k elt e n	 ei n e	 S e ri e	 v o n	 s el e kti v e n	  Kl a s s e 	II a	 I n hi bit o r e n,	  w el c h e	 ei n e	

M e t all bi n d e n d e	 f u n kti o n ell e	 G r u p p e	 ( T rifl u o r m et h yl o x a di a z ol,	  T F M O) 	 e nt h alt e n	

( L o b e r a	 et	 al.,	 2 0 1 3).	 I h r	 t h e r a p e uti s c h e s	 P ot e nti al	 s oll	mit	 d e m	 v o n	 h e r k ö m mli c h e n	

H D A Ci s 	v e r gl ei c h b a r	 s ei n.	 Di e	 s el e kti v e	 Wi r k u n g	 di e s e r	 S u b st a n z e n	 a uf	 di e	 Kl a s s e	II a	

H D A C s	 i n	  U C C s	 k ö n nt e	 i n	 F ol g e st u di e n	 u nt e r s u c ht	  w e r d e n,	 u m	 di e	 F u n kti o n	 di e s e r	

Kl a s s e	 n ä h e r	 z u	 e v al ui e r e n. 	

D e m n a c h 	k a n n	 di e	 U nt e r s u c h u n g	 v o n	 1 9i	 a uf	 G r u n d	 d e s	 v e r ä n d e rt e n	 Wi r k s p e kt r u m s	

ni c ht	 d a z u	 b eit r a g e n,	 ei n e	 ei n d e uti g e	  A u s s a g e	 b e z ü gli c h	 d e r	 Eff e kti vit ät	 ei n e r	

Kl a s s e 	II a	I n hi biti o n	i n	 U C C s	 z u	t r eff e n.	 Di e	 b e s c h ri e b e n e,	 n e g ati v e	 B e ei nfl u s s u n g	 v o n	

H D A C 4	 a uf	 d a s	 T u m o r w a c h st u m	 d e r	 st a bil	t r a n s d u zi e rt e n	 Z ell v a ri a nt e n 	k ö n nt e	 ei n e n	
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T a b ell e	 9 .1 :	 T N M	  Kl a s sifi k ati o n	 d e s	  U r ot h el k a r zi n o m s 	 d e r	  H a r n bl a s e.	 M o difi zi e rt	 n a c h	 d e r	 S 3 -
L eitli ni e	 H a r n bl as e n k a r zi n o m	 2 0 1 6	 ( L eitli ni e n p r o g r a m m	 O n k ol o gi e	( D e uts c h e	 K r e bs g es ells c h aft,	 2 0 1 6) .	
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T a b ell e	 9 .3 :	I C5 0 -W e rt e	 [ µ[ µ M ]] 	d e r	I n hi bit o r e n	 L M K 2 3 5 	( 1 9i ) ,	 T S A	 u n d	 T M P	f ü r	 di e	 H D A C	I s of o r m e n	
1 -1 1. 	Als	 R ef e r e n zs u bst a n z e n 	di e nt e n 	T ri c h ost ati n	 A	( T S A)	 u n d	 T M P 2 6 9.	 n. d.	 =	 W e rt	 ni c ht	 e r mitt elt.	 L e e r e	
Z ell e	( -) =	E s	 k o n nt e	 k ei n e	 A kti vit ät 	i m	 g et est et e n	 K o n z e nt r ati o ns b e r ei c h	e r mitt elt	 w e r d e n. 	

I n hi bit o r	 I C5 0 	[ µ[ µ M ]] 	

H D A C 1 	 H D A C 2 	 H D A C 3 	 H D A C 4 	 H D A C 5 	

L M K 2 3 5 	 0, 3 1 5 	 0, 4 0 2 	 0, 2 3 6 	 -	 4 6, 6 	

T S A 	 0, 0 2 0 	 0, 0 4 8 2 	 0, 0 3 2 3 	 n. d. 	 n. d. 	

T M P 2 6 9 	 n. d. 	 n. d. 	 n. d. 	 0, 4 6 9 	 0, 2 8 2 	

	

I n hi bit o r	 I C5 0 	[ µ[ µ M ]] 	

H D A C 6 	 H D A C 7 	 H D A C 8 	 H D A C 9 	 H D A C 1 0 	 H D A C 1 1 	

L M K 2 3 5 	 0, 0 3 2 	 1 3 1 	 2, 8 4 	 1 9 8 	 0, 4 9 1 	 1 0 9 	

T S A 	 0, 0 0 6 5 	 n. d. 	 0, 4 3 2 	 n. d. 	 0, 0 7 3 2 	 5, 3 0 	

T M P 2 6 9 	 n. d. 	 0, 1 0 1 	 n. d. 	 0, 0 3 2 4 	 n. d. 	 n. d. 	

	

	

	

A b b.	 9 .4 :	 Li c ht mi k r o s k o pi s c h e	  D a r st ell u n g	 d e r	 Z ellli ni e n	  V M -C U B 1	  u n d	  U M -U C -3 	s o wi e	 d e r e n	 L V	

u n d	 H D A C 4 	Z ell v a ri a nt e n 	.	Di e	 Bil d e r	 w u r d e n	 4 8	 h	 n a c h	 A uss a at	 a uf g e n o m m e n.	 M a ß st a b	 1 0 0 	µ m. 	

	 	

V M- C U B 1	 L V	 V M- C U B 1	 H D A C 4	4 8	 h	

U M- U C- 3	 L V	 U M- U C- 3	 H D A C 4	

V M- C U B 1		

U M- U C- 3	

! !
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A n h a n g 	

	 1 3 6 	

	

	

A b b.	 9 .6 :	 Z ell z y kl u s -A n al y s e	 b ei s pi el h aft	 f ü r	 d i e	 V M-C U B 1	 u n d	 U M -U C -3	 Z ell v a ri a nt e n 	mit	 H D A C 1	

u n d	 H D A C 4	 Ü b e r e x p r e s si o n	 n a c h	 2 4	 h	 u n d	 4 8	 h	 B e h a n dl u n g.	 V o n	li n ks	 n a c h	 r e c hts:	 D M S O -K o nt r oll e,	

S A H A	 2, 5	 µ M,	 1 9i	 1	 µ M	 u n d	 1 9i	 2	 µ M.	  A uf	 d e r	  A bs ziss e	 ist	 di e	 Fl u o r es z e n zst ä r k e	 d a r g est ellt,	 a uf	 d e r	

O r di n at e	 di e	 g e m ess e n e	 Z ell z a hl 	

D M S O	 1 9i	 1 μ M	 1 9i	 2 μ M	

V
M-

C
U
B
1	

H
D
A
C
1	

V
M-

C
U
B
1	

H
D
A
C
4	

2 4 h	

S A H A	 2, 5	 μ M 	

2 4 h	

4 8 h	

2 4 h	

4 8 h	

D M S O	 1 9i	 1 μ M	 1 9i	 2 μ M	

U
M-

U
C-

3	
H

D
A
C
1	

U
M-

U
C-

3	
H

D
A
C
4	

2 4 h	

S A H A	 2, 5	 μ M 	

2 4 h	

4 8 h	

2 4 h	

4 8 h	4 8 h	

2 4 h	

4 8 h	



A n h a n g 	

	 1 3 7 	

	

A b b.	 9 .7 :	 Gi e m s a -F ä r b u n g	 d e r	  V M -C U B 1	 Z ell v a ri a nt e n	  mit 	 H D A C 1,	  H D A C 4 	 Ü b e r e x p r e s si o n 	 u n d	

ei n e m	 L V	 n a c h	 B e h a n dl u n g	 mit	 1 9i .	 Es	 w u r d e n	I n hi bit o r k o n z e nt r ati o n e n	 v o n	 1	µ M	 u n d	 2	 µ M	 ü b e r	 4 8	 h	

v e r w e n d et.	 Als	 P ositi v k o nt r oll e	 w u r d e		 S A H A	 2, 5	 µ M	 v e r w e n d et.	 Di e	 Gi e m s a -F ä r b u n g	 w u r d e	 d u r c h g ef ü h rt,	

n a c h d e m	 di e	 mit	 D M S O	 b e h a n d elt e n	 Z ell k ol o ni e n	 a n n ä h e r n d	 k o nfl u e nt	 w a r e n. 	

	

	

U M- U C- 3	 L V	

U M- U C- 3	 H D A C 1	

U M- U C- 3	 H D A C 4	

D M S O	 D M S O	S A H A		 S A H A		1 9i	 1 µµ M				 1 9i	 2 µµ M				 1 9i	 1 µµ M				 1 9i	 2 µµ M				

V M- C U B 1	 L V	

V M- C U B 1	 H D A C 1	

V M- C U B 1	 H D A C 4	

V
M-

C
U
B
1	

L
V	

D M S O	 1 9i	 1 µµ M				 1 9i	 2 µµ M				

! !!

! ! !

! ! !

V
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C
U
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D a n k s a g u n g 	

	

„ W e n n	 m a n	 ei n e n	 h o h e n	 B e r g	 b esti e g e n	 h at,	

st ellt	  m a n	 f est,	 d ass	 es	 n o c h	 vi el e	 a n d e r e	

B e r g e	 z u	 b est ei g e n	 gi bt.“	 -	N els o n	 M a n d el a 	

	

Mit	 di e s e m	 b e d e ut u n g s v oll e n	 Zit at,	  w el c h e s	 i n	 vi el e rl ei	  Hi n si c ht	 s o w o hl	 a uf	 d a s	

E rl a n g e n	 v o n	 F o r s c h u n g s e r g e b ni s s e n	 al s	 a u c h	 d a s	 E r r ei c h e n	 v o n	 p e r s ö nli c h e n	

M eil e n st ei n e n	i m	 L e b e n	 ü b e rt r a g e n	 w e r d e n	 k a n n,	 m ö c ht e	i c h	 mi c h	 b ei	 all e n	 P e r s o n e n	

b e d a n k e n,	 di e	  mi c h	 b ei	 d e r	 E r s t ell u n g	 u n d	  V oll e n d u n g	 di e s e r	  Di s s e rt ati o n -	 ei n e m	

p e r s ö nli c h e n	 M eil e n st ei n 	i n	 m ei n e m	 L e b e n-	t at k r äfti g	 u nt e r st üt zt	 h a b e n.		

	

Z u	 b e s o n d e r e m	  D a n k	 bi n	 i c h	 z u n ä c h st	  m ei n e m	  D o kt o r v at e r	 P r of.	  D r.	  W olf g a n g	  A.	

S c h ul z	 v e r pfli c ht et,	  w el c h e r	  mi r	 st et s	  mit	 ei n e m	 off e n e n	  O h r	 s o wi e	  w e rt v oll e m,	

wi s s e n s c h aftli c h e n	 R at	 u n d	 k o n st r u kti v e n	 L ö s u n g s v o r s c hl ä g e n	 b ei	j e d w e d e n	 F r a g e n	

i m	 L a b o r,	 al s	 a u c h	 b ei	 d e r	 V e r s c h riftli c h u n g	 u n d	 n at ü rli c h	 d e r	 V e r öff e ntli c h u n g	 di e s e r	

Di s s e rt ati o n	 z u r	 S eit e	 st a n d -	Vi el e n	 D a n k! 	

	

I n	 gl ei c h e m	 Si n n e	  m ö cht e	 i c h	  mi c h	 g a n z	 h e r zli c h	 b ei	  m ei n e r	  B et r e u e ri n	  D r.	  M a ri a	

Pi n k e r n eil	 b e d a n k e n,	  w el c h e	 n e b e n	 d e r	  V oll e n d u n g	 i h r e r	 ei g e n e n,	 a uf w ä n di g e n	

Di s s e rt ati o n	 n o c h	 di e	 Z eit	f a n d,	 mi c h	 n e b e n h e r	i m	 L a b o r	 ei n z u a r b eit e n	 u n d	 mi c h	 mit	

R at	 u n d	  T at	 s o w o hl	 b ei	 d e r	 Pl a n u n g	 al s 	a u c h	 d e r	  D u r c hf ü h r u n g	 u n d	  A u s w e rt u n g e n	

vi el e r	 V e r s u c h e	 st et s	 u nt e r st üt zt	 h at.	 D a n k e	f ü r	 di e	 a u ß e r o r d e ntli c h	 g ut e	 B et r e u u n g! 	

	

W eit e r hi n	 gilt	 ei n	 g r o ß e r	 D a n k	 m ei n e m	 z w eit e n	 D o kt o r v at e r	 u n d	 kli ni s c h e n	 B et r e u e r	

D r.	  m e d.	  G ü nt e r	  Ni e gi s c h	 s o wi e	  D r.	 Mi c h èl e	 H off m a n n,	  w el c h e	 i m m e r	 f ü r	 f a c hli c h e	

U nt e r st üt z u n g	 g e s o r gt	 h a b e n.	  Gl ei c h e s	 gilt	 f ü r	 d a s	 g e s a mt e	  T e a m	 d e s	 u r ol o gi s c h e n	

F o r s c h u n g sl a b o r s,	 b e s o n d e r s	 M a r g a r et h a, 	J o h a n n a,	 M a rij a	 u n d	 C h ri sti a n e.	 D a n k e	f ü r	

di e	l e h r r ei c h e,	 a b e r	 a u c h	l u sti g e	 Z eit	i m	 L a b o r. 	

	

E b e nf all s	 m ö c ht e	i c h	 di e s e n	 R a h m e n	 n ut z e n,	 u m	 mi c h	 v o n	ti ef st e m	 H e r z e n	 b ei	 m ei n e r	

F a mili e	 z u	 b e d a n k e n.	  M a m a,	 P a p a	 u n d	 L e o ni -	 i h r	 st a n d et	  mi r	 ni c ht	 n u r	 b ei m	

E r kli m m e n	 di e s e s	 B e r g e s	 z u r	 S eit e,	 s o n d e r n	 h a bt	 mi c h	 m ei n	 g a n z e s	 L e b e n	 mit	 all e m,	

w a s	i h r	 g e b e n	 k o n nt et,	 u nt e r s t üt zt.	 N u r	 mit	 e u r e m	 R ü c k h alt,	 e u r e m	 V e rt r a u e n,	 e u r e n	

E r m uti g u n g e n	 z u	 j e d e r	  T a g e s -	u n d	  N a c ht z eit	 u n d	 e u r e r	 Li e b e	 h a b e	 i c h	 e s	 g e s c h afft,	

di e	 f ü r	  mi c h	 i m m e r	 h ö h e r	  w e r d e n d e n	  B e r g e	 S c h ritt	 f ü r	 S c h ritt	 z u	  m ei st e r n.	



	 	 D a n k s a g u n g 	

	

B e s o n d e r s	 di e	 l et zt e n	 si e b e n	 J a h r e	  m ei n e s	 St u d i u m s	  m ü s s e n	 f ü r	 e u c h	  mi n d e st e n s	

g e n a u s o	 n e r v e n a uf r ei b e n d	 g e w e s e n	 s ei n	 wi e	f ü r	 mi c h!	 O h n e	 e u c h	 w ü r d e	i c h	 ni e m al s	

a n	 di e s e m	 P u n kt	i m	 L e b e n	 st e h e n.	 D a n k e,	 d a s s	i h r	i m m e r	f ü r	 mi c h	 d a	 s ei d,	i c h	 w ei ß	

d a s	 s e h r	 z u	 s c h ät z e n! 	

	

Z u	 g ut e r	 L et zt	 g e b ü h rt	 ei n	 g r o ß e s	 D a n k e s c h ö n	 all	 m ei n e n	 F r e u n d e n.	 B e s o n d e r s	 Ki m,	

T h e s s a,	  A n n e,	 S u si	 u n d	  A n ni -	wi r	 h a b e n	 d e n	 g e s a mt e n	 „ St u di u m s b e r g“	 g e m ei n s a m	

e r kl o m m e n,	 z u s a m m e n	 u n s e r	 F r ei s e m e st e r	i m	 L a b o r	 g e m a c ht,	f ü r	 Kl a u s u r e n	 g el e r nt,	

u n s e r	 E x a m e n	 b e st a n d e n	 u n d -	 w a s	 n o c h	 vi el	  wi c hti g e r	 i st -	 u n s	 i m m e r	 g e g e n s eiti g	

u nt e r st üt zt,	 z u s a m m e n	 g ef ei e rt,	 g el a c ht	 u n d	 g e w ei nt.	  D a n k e	 f ü r	 di e	  w u n d e r s c h ö n e	

Z eit	 u n d,	 d a s s	  wi r	 u n s	 g e g e n s eiti g	 d u r c h s	 St u di u m	 g e b o xt	 h a b e n.	  O h n e	 e u c h	  w ä r e	

all e s	 ni e m al s	 s o	 gl att	 g el a uf e n!	 C h ri s si,	J a n,	 B e n n y 	u n d	 L u d di	 -	a u c h	 e u c h	 m ö c ht e	i c h	

v o n	 ti ef st e m	 H e r z e n	 D a n k e	 s a g e n.	 E u r e	 U nt e r st üt z u n g	 a u ß e r h al b	 d e s 	St u di u m s,	 e u r e	

e h rli c h e n	 u n d	 a uf m u nt e r n d e n	  W o rt e	 u n d	 g e n e r ell	 u n s e r e	 j a h r el a n g e	 u n d	

b e di n g u n g sl o s e,	 g r o ß a rt i g e	 F r e u n d s c h aft	 b e d e ut et	  mi r	 u n e n dli c h	 vi el.	 I h r	 s ei d	

g r o ß a rti g.	 	

	



Ei d e s st attli c h e	 V e r si c h e r u n g 	

	

	
	
	
	
Ei d e s st attli c h e	 V e r si c h e r u n g 	
	
I c h	 v e r si c h e r e	 a n	 Ei d e s	 st att,	 d a s s	 di e	  Di s s e rt ati o n	 s el b st st ä n di g	 u n d	 o h n e	
u n z ul ä s si g e	f r e m d e	 Hilf e	 e r st ellt	 u n d	 di e	 hi e r	 v o r g el e gt e	 Di s s e rt ati o n	 ni c ht	 v o n	 ei n e r	
a n d e r e n	 M e di zi ni s c h e n	 F a k ult ät	 a b g el e h nt	 w o r d e n	i st. 	
	
	
Ali n e	 K al et s c h	 	
	
	




